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Uber die Bedeutung der Adenylsaure fir die Muskelfunktion. 


2. Mitteilung: Die Desaminierung der Adenylsdure 
durch Muskelbrei und die Ammoniakbildung bei der 
Muskelkontraktion. 


Von 
G. Embden, C. Riebeling und G. E. Selter. 


(Ausgefiihrt mit Unterstiitzung der Notgemeinschaft der Deutschen 
Wissenschaft.) 


(Aus dem Institut fir vegetative Physiologie der Universitit Frankfurt.) 
(Der Redaktion zugegangen am 10, August 1928.) 


Vor kurzem konnten M. Zimmermann und der eine von 
uns’) aus der Skelettmuskulatur von Kaninchen Adenosinphosphor- 
siure gewinnen, die den gleichen Schmelzpunkt zeigte wie die 
durch Spaltung von Hefenucleinsiure erhaltene. Angesichts 
der Tatsache, daB die schon vor langer Zeit von Liebig?) 
aus wiBrigen Muskelextrakten gewonnene Inosinsiure auf Grund 
der Untersuchungen von Haiser’), Neuberg und Brahn’4), 
sowie namentlich von Levene und Jacobs’) als ein d-ribose- 
haltiges Mononucleotid anzusehen ist, dessen Purinkern aus 
Hypoxanthin besteht, muBte der Gedanke naheliegen, daf 
diese Inosinsiure Liebigs durch Desaminierung der neu auf- 
gefundenen Adenosinphosphorsiure des Muskels entsteht. Tat- 
sichlich geht aus der vorliegenden Untersuchung hervor, daB 
lebensfrischer Muskelbrei aus zugesetzter Adenosinphosphor- 
siure Ammoniak abspaltet, und zwar maximal '/, des Gesamt- 





1) Diese Zs. Bd. 167, S. 137 (1927). 
*) Ann. d, Chem. u. Pharmazie Bd. 62, 5. 317 (1847). 
3) Mon. fiir Chemie Bd. 16, 8.190 (1895). 
*) Biochem. Zs. Bd. 5, S. 438 (1907); Chem. Ber. Bd. 41, S. 3376 
(1908). 
5) Chem. Ber. Bd. 44, S. 146 (1911). 
Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. CLXXIX. 11 
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stickstoffis der Adenylsiure, also die der Aminogruppe des 
Adeninkomplexes entsprechende Menge. 

Schon hieraus folgt, daB das beim Absterben der Mus- 
kulatur auftretende Ammoniak mindestens zum Teil der Ade- 
nosinphosphorsiure entstammt, und in nachfolgenden Arbeiten! 
wird der Nachweis gefiihrt, daf die Adenosinphosphorsiure die 
einzige oder doch fast die einzige Quelle fiir diese Ammoniak- 
bildung ist. 

Bei der nahen Verwandtschaft, die zwischen den beim 
Absterben einerseits, bei der Tatigkeit andererseits sich ab- 
spielenden chemischen Prozessen besteht’), lag es nunmehr 
nahe zu untersuchen, ob auch bei der Muskeltitigkeit Am- 
moniak gebildet wird. 

Auch iiber das positive Ergebnis derartiger Untersuchungen 
soll in der vorliegenden und ebenso in einer Reihe der nach- 
folgenden Arbeiten ausfiihrlicher berichtet werden, nachdem 
einige unserer Ergebnisse schon friiher mitgeteilt worden sind.*) 


I. Uber die Ammoniakbildung im Muskelbrei aus zugesetzter 
Adenosinphosphorsaure. 


In einer gréBeren Anzahl von Versuchen haben wir uns 
davon tiberzeugt, daB die starke Ammoniakbildung, welche 





1} Embden u. Wassermeyer, Diese Zs. Bd. 179, S. 226 (1928): 
G. Schmidt, Diese Zs. noch unverdffentlicht. 

2) Siehe hieriiber Embden, Klin. Wochenschr. 1927 8S. 628 und 
namentlich Embden u. Jost, Dtsch, med. Wochenschr. 1925 8S. 636 
und diese Zs. Bd. 165, S. 137 (1927). 

3) DaB bei der Arbeit isolierter Frosechmuskeln Ammoniak ent- 
steht und daf der Brei aus lebensfrisechen Froschmuskeln aus zuge- 
setzter Adenosinphosphorsiiure mit Leichtigkeit Ammoniak bildet, wurde 
von dem einen von uns (Embden) auf Grund der ersten dieser Arbeit 
yugrunde liegenden Versuche bereits auf der Versammlung Deutscher 
Naturforscher und Arzte in Diisseldorf im September 1926 mitgeteilt 
(Referat: Ronasche Ber. Bd. 88, $8. 157 [1927]) und ausfiihrlichere An- 
gaben dariiber in einem am 27. Januar 1927 gehaltenen Vortrage gemacht. 
Einige Monate nach der Veréffentlichung unserer Untersuchungen in 


Diisseldorf haben auch Parnas und Mozolowski die unabhiingig von 
uns gefundene Ammoniakbildung bei der Muskeltiitigkeit veréffentlicht. 
(Klin. Wochenschr. 1927, 8. 998; Biochem. Zs. Bd. 184, 8. 399 (1927)). 





_———— 
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wihrend des Stehens lebensfrischen Muskelbreis in 2°/,iger 
Natriumbicarbonatlésung bei einer ‘'emperatur von 38—40° 
erfolgt, nach etwa 3—4 Stunden praktisch zum AbschluB ge- 
kommen ist. Setzt man wihrend dieser Expositionszeit dem 
Muskelbrei Adenosinphosphorsiure zu, so wird die Ammoniak- 
bildung dadurch sehr erheblich gesteigert. 


Der Muskelbrei (von Fréschen und Kaninchen) wurde unmittelbar 


nach dem Tode der Tiere durch Zerschneiden mittels der Schere auf 


einer Glasplatte, die von unten mit Eis gekiihlt war, gewonnen und 
griindlich durchmischt. [In anniéhernd gleichen Anteilen des Breis wurde 
nunmehr der Ammoniakgehalt ohne Exposition (A) und nach voran- 
gegangener Exposition in 2°/,iger Natriumbicarbonatlésung (B) bestimmt. 
Der fiir die A-Bestimmung dienende Anteil des Muskelbreis wurde in 
ein vorgewogenes Gliischen mit 4°/,iger, in allen spiteren Versuchen 
mit 1°/,iger Salzsiiure gebracht, und sobald wie méglich das Ammoniak 
mit gebrannter Magnesia bei einer 35—-38° nicht iibersteigenden Tem- 
peratur des Heizwassers iiberdestilliert. Als Vorlage diente n/300- 
Schwefelsiiure. Die Titration erfolgte in fast allen Versuchen dieser 
Arbeit noch auf jodometrischem Wege, wobei zum Zuriicktitrieren n 300- 
Thiosulfat benutzt wurde. Die Unterbrechung des B-Versuchs geschah 
durch Ansiuern mit einer ausreichenden Menge Salzsiiure von 4°/). 


Tabelle LI. 








1 


suchsnuimmer 

















In Tab. I geben wir aus einer gréBeren Reihe von Ver- 
suchen nur zwei typisch ausgefallene wieder, die erst in 
neuerer Zeit angestellt wurden, und bei denen die Titration 

Te 


aus Adenyisiure in 


10 


theore- 
tischen Menge 


der 


Proz. 


io 2) 


2 3 4 5 | 6 7 | 8 9 
Muskel- Ammoniak- Muskel aces S 
‘ ‘ ° wmuskKelivewicht in ¢o ‘ ~ 
gewicht in g;] gehalt in mg - ee ‘ ne ing Ammoniak 5 
. U..Z noniak 1D M”Z ° ; oun 
Ammoniak- auf 100 ¢ ; one scbagilaat. gebildet aus = 
. ach Expos mit = 
gehalt in mg Muskel ee - 
10 mg _ 10 mg oo 2 
A i B A B Adenyl- oS .| Adenyl- St ae 
rie, Harnstofi Bi, Harnstofi] = 
siiure siiure < 
1,005 | 0,997] ~~ +20 0.996 0,992 Sie ca 
0,078 | 0,149} 0,570 0.149 0,42 0.0 85, 
0,988 1,00 2 4 14.9 0,972 0.985 — | ~-- 
0,034 0142] °° ™ 0.528 0,151 |; O91 | 0.0128 | 80,5° 
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mittels Natronlauge') erfolgte. Die Versuche wurden an Brei 
von Froschmuskeln wihrend des Monats Juli ausgefiihrt. 
Aus der ersten Horizontalreihe der Spalten 2 und 3, sowie 6 
und 7 geht die Menge des zu den einzelnen Versuchen benutzten 
Muskelbreis hervor, die iiberall ganz in der Nihe von 1 g gelegen 
ist. Darunter ist fettgedruckt die jeweils gefundene Ammoniak- 
menge in Milligrammen angegeben. Die den Angaben der 
Spalten 6 und 7 zugrunde liegenden Versuche wurden in 
gleicher Weise wie die B-Versuche behandelt, d. h. der Muskel- 
brei blieb 4 Stunden in fest verschlossenen GefaiBen in einem 
Wasserbad von 388° unter Zusatz des gleichen Volumens 
2°/,iger Natriumbicarbonatlésung stehen. Den Ansiitzen der 
Spalte 6 waren hierbei 10 mg aus Skelettmuskulatur gewon- 
nener Adenosinphosphorsiure, denen der Spalte 7 eine an- 
naihernd iiquivalente Harnstoffmenge hinzugefiigt. Man sieht, 
daB in Versuch 1 die Muskulatur unmittelbar nach der Zer- 
kleinerung mit der Schere in annihernd 1 g 0,078 mg Am- 
moniak enthielt, nach der Exposition annihernd das Doppelte. 
Aus den Stiben 4 und 5 ist der Ammoniakgehalt fiir die An- 
sitze A und Bin Milligrammen pro 100 g Muskulatur ersicht- 
lich. Es ergibt sich, daB er in beiden zur gleichen Jahreszeit 
und am gleichen Froschmaterial vorgenommenen Versuchen 
bei der Exposition bis zu sehr &hnlichen Werten ansteigt, 
wihrend der Ammoniakgehalt bald nach dem Zerschneiden der 
Muskeln (A) ein verschiedener ist. 

In den Ansiitzen, in denen der Muskelbrei vor der Unter- 
brechung der fermentativen Vorgiinge 4 Stunden mit Adenosin- 
phosphorsaiure unter den oben geschilderten Bedingungen ex- 
poniert war, hatte eine sehr erhebliche Mehrbildung von Am- 
moniak stattgefunden (in Versuch 1 0,570 mg _ gegeniiber 
0,149 mg im Leerversuch), wiihrend Harnstoffzusatz unter den 
gleichen Bedingungen (Spalte 7) ohne erkennbare Wirkung auf 
den Umfang der Ammoniakbildung blieb. Die im Adenosin- 


'!) Uber die Technik der neuerlich ausschlieBlich angewandten 
Titration mit Natronlauge unter Verwendung des von Tashiro an- 
gegebenen Indicatorgemisches s:ehe in einer nachstehenden Arbeit von 
Embden, Carstensen u. Schumacher. 
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1 
Versuchs- 
nummer 
Datum 


Dauer d. 
yefangen- 
schaft 








mg Ammoniak in 
100 g Muskulatur 





rechts links 
1,60 1,58 
1,21 1,17 
1,40 1,39 
1,15 1,18 
1,48 1,43 
1,39 1,44 
1,20 1,17 
1,60 1,60 
1,39 | 1,39 
0,72 | 0,74 
| 
1,10 | 1,10 


en | 


4 


Diferons des Am- 


moniakgehaltes in 
den beiderseitigen 








Gastrocnemien 
in mg aut | in Proz. 
100 g_ | des klei- 
Musku- neren 
latur | Wertes 
| 
0,02 |; 1,5 
0,04 3.5 
0,01 0,7 
0,03 2,6 
0,05 3,4 
0,05 3,5 
0,03 2,5 
0,0 0 
0,0 0 
0,02 2,7 
00 | O 





Bemerkungen 


Die Muskeln wur- 
den, an Cu-Elek- 
troden mit 25 g be- 
lastet, aufgehingt 
u. nach 90 Minuten 
in fl. Luft getaucht 





Desgl. 
Desgl. 
Desgl. 


Die Muskeln wur- 
| den, an Cu-Elek- 
troden mit 25 g be- 
| lastet, aufgehingt 
u. sofort fixiert 


Desgl. 
Desgl. 


Desgl. 


Desgl. 








154 G. Embden, C. Riebeling und G. E. Selter, 


phosphorsiiureversuch mehr gebildete Ammoniakmenge von 
0,42 mg entspricht fast 86°/, der gesamten Ammoniakmenge, 
die bei der Desaminierung von 10 mg entstehen kann. In 
ibnlicher Weise verlief Versuch 2, in dem aus der zugesetzten 
Adenosinphosphorsiure etwas mehr als 80°/, der theoretischen 
Ammoniakmenge gebildet wurde. Der ganz geringfiigige Mehr- 
gehalt an Ammoniak im Expositionsversuch mit Harnstoffzusatz 
liegt innerhalb der Breite des Bestimmungsfehlers. Auch in 
einer Anzahl von weiteren Versuchen haben wir niemals eine 
die Fehlerbreite der Bestimmung iiberschreitende Ammoniak- 
bildung aus Harnstoff beobachtet, wahrend Adenosinphosphor- 
siure sich regelmiiBig als Ammoniakbildner erwies. 


II. Uber die Ammoniakabspaltung bei der Muskeltitigkeit. 


In einer gréBeren Anzahl von Versuchen wurde der Am- 
moniakgehalt der beiderseitigen Gastrocnemien von Frdéschen 
ohne vorherige Reizung bestimmt. Tab. lI gibt AufschluB iiber 
eine Versuchsreihe, in der beide Muskeln nach Aufhingung 
an den Elektroden in fliissige Luft versenkt wurden. Das 
nach griindlichem ZerstoBen in flissiger Luft aus einer 
gréBeren Anzahl von Muskeln der einen Seite und ebenso 
das aus den Muskeln der anderen Seite gewonnene Pulver 
wurde zunichst in der gleichen Weise wie in einer nach- 
stehenden Arbeit!) weiter verarbeitet und zur Ammoniak- 
bestimmung verwandt. Das Ergebnis von elf derartigen Kon- 
trollversuchen zeigt, da die gefundenen Abweichungen im 
Ammoniakgehalt der beiderseitigen Muskeln nur geringfiigig 
sind. Sie betrugen, auf 100 g Muskulatur bezogen, héchstens 
0,05 mg (Tab. Il, Stab 4) und unterschieden sich voneinander 
immer um weniger als 4°/,. Meistens waren die Unterschiede 
sogar noch weitaus geringer.’) 

In weiteren Versuchen haben wir den Ammoniakgehalt 





1) Naheres iiber die hierbei angewandte Technik, siehe diese Zs. 
Bd. 179, 8S. 188 ff. 

*) Aus der nachfolgenden Arbeit von Embden, Carstensen u. 
Schumacher geht hervor, da8 beiderseits iibereinstimmende Ammoniak- 
werte sich nicht bei allen Froschsendungen finden. | 
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Versuchs- 
nummer 


Datum 


Dauer d. 
Gefangen- 
schaft 


14 
15. 9. 26 
3 Tage 
15 
15. 9. 26 
3 Tage 
16 
14. 1. 37 
17 
4. 10. 26 
2 Tage 
18 
14. 9. 26 
2 Tage 
19 
14. 9. 26 
2 Tage 
20 
15. 9. 26 
3 Tage 
21 
25. 11. 36 
11 Tage 
22 
26. 11. 26 
12 Tage 
23 
13. 11. 26 
6 Tage 
24 
is. 31. 2 
5 Tage 
25 
6. 10. 26 
5 Tage 
26 
6. 10. 26 





2 3 
mg Ammoniak in 
100 g Muskulatur 


Nach er- 





3 ; miidenden 
Ungereizt Einzel- 
zuckungen 
118 | 250 
0,92 | 1,20 
| 
156 | 3,12 
0,70 1,83 
0,60 6,25 
0,64 9,00 
0,53 4,89 
0,87 3,90 
0,45 2,99 
0,35 3,66 
1,04 4,32 
i 
2,79 6,09 
2,76 6,82 


Zuckungs- 
dauer in 
Minuten 


30 


30 


60 


90 


JO 


90 


JO 


90 


100 


110 








5 | 6 


Zunahme des Ammoniaks 
im gereizten Muskel 


| in Prozenten 
des im un- 








in mg auf gereizten 
100 g Mus- — yfuskel ge- 
kulatur fundenen 
Wertes 
1,32 | 112 
1,56 | 100 
1,13 161 
5,65 931 
| 
4,91 167 
136 822 
3,03 348 
2,54 564 
3,31 945 
3,28 315 
3,30 118 
4,06 147 
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von Muskeln in frischem Zustande und von mehr oder weniger 
stark ermiideten miteinander verglichen. Die Ermiidung wurde 
durch linger andauernde direkte Reizung mit 65 Einzelinduk- 
tionsschligen pro Minute die im Anfang des Versuchs maximal 
wirksam waren, erzielt. Die Belastung betrug stets 25 g. 

In Tab. III sind die Versuche nach steigender Reizzeit 
(Stab 4) geordnet. In der Vertikalreihe 2 sind die Werte 
fiir die ungereizten Muskeln, in Reihe 3 diejenigen fir die 
gereizten wiedergegeben. Uberall enthalten die letzteren weit 
mehr Ammoniak als die ersteren, wobei der Mehrgehalt des 
gereizten Muskels 6fters ein hohes Vielfaches des Ammoniak- 
gehaltes des Ruhemuskels betriigt. Ein EinfluB der Reizdauer 
ist insofern unverkennbar, als die Ammoniakbildung in 3 Ver- 
suchen mit nur 30 Minuten langer Reizung und in einem 
mit einstiindiger Reizung wesentlich geringer als in allen 
linger andauernden ist. 

Nicht nur bei ermiidender, sondern auch bei kurzdauernder 
Reizung laBt sich in der tiberwiegenden Mehrzahl der Fille 
Ammoniakabspaltung nachweisen, wenn man auf der Hohe 
eines kurzen Tetanus den einen Muskel in fliissige Luft ver- 
senkt, wihrend der andere in ungereiztem Zustande fixiert wird. 

In der Tab. IV sind elf derartige Versuche zusammen- 
gestellt. Die Tetanisierung dauerte in den Versuchen 27—31 
stets mehrere (etwa 2—-3) Sekunden, und die Ammoniakzunahme 
ist in allen diesen Versuchen ganz deutlich. Auch in drei 
folgenden Versuchen (32—34), die am gleichen Tage Ende 
Januar vorgenommen wurden, und bei denen so kurz wie 
méglich (Bruchteile einer Sekunde) gereizt wurde, ist erhebliche 
Ammoniakabspaltung eingetreten, wihrend wir bei der Fort- 
setzung der Versuche im Spatwinter zwar fast immer positive 
Ergebnisse hatten, mehrfach aber auch die Ammoniakabspaltung 
ausblieb. Als Beispiel solcher wahrend des spateren Winters 
vorgenommenen Versuche geben wir die Versuche 35—37 
wieder. 

In dem einen derselben (35) ist ein Unterschied in dem 
Ammoniakgehalt des Ruhemuskels und dem des kurze Zeit 
tetanisierten nicht festzustellen. In dem zweiten (36) ist 











Uber die Bedeutung der Adenylsiure fiir die Muskelfunktion. 


Tabelle IV. 


157 

















1 ‘| 4 4 5 | 6 
mg Ammoniak in Zunahme des Ammoniaks 
Versuchs- 100 g Muskel im gereizten Muskel 
nummer 
Dat | in Prozent 
— | Reizdauer | . | —_— des im —_ 
-,| Nach gereizten 
Dauer od Ungereizt, nent 100 g Mus- | Muskel ge- 
Gefangen kulatur | fund 
schaft undenen 
Wertes 
27 
4.1.27] 1,21 | 1,52 fs smaton 0,31 25,6 
4 Tage | ekunden | 
28 | | 
% 1.9 1,10 1,25 Desgl. 0,15 | 13,6 
6 Tage 
29 
6.1.27] 1,26 1,42 Desgl. 0,16 12,5 
7 Tage 
30 
24. 1. 27 1,11 3,29 Desgl. 2,18 19,6 
12 Tage 
31 
25. 1. 27 1,41 1,66 Desgl. 0,25 17,7 
13 Tage 
32 ganz kurz 
26. 1. 27 1,04 1,36 (weniger als 0,32 30,7 
14 Tage 1 Sekunde) 
33 | 
26.1. 27] 1,15 | 2,47 Desgl. 1,32 | 114,7 
14 Tage | | 
34 | | 
26. 1. 27 0,67 1,38 Desgl. 0,71 105,9 
27 Tage | 
35 
15. 2.27] 2,33 2.97 Desgl. oe | ~ 
8 Tage | 
36 
17. 2.27] 1,23 1,35 Desgl. 0,12 9,7 
10 Tage 
37 
18. 2.27] 3,14 2,71 Desgl. -0,48 | — 159 





11 Tage 
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deutliche aber geringe Ammoniakabspaltung nachweisbar, und 
in Versuch 37 enthilt der gereizte Muskel weniger Ammoniak 
als der ungereizte. Wir geben diesen letzteren Versuch gerade 
deswegen wieder, weil er in einer Reihe von 15 gleichartig 
mit ganz kurzer Reizung vorgenommenen als einziger einen 
Mindergehalt von Ammoniak nach der Reizung zeigte. Von 
den sieben nicht wiedergegebenen Versuchen zeigten sechs 
deutliche Ammoniakbildung, und nur noch in einem war die 
letztere ausgeblieben. 

Nachdem gezeigt worden war, daB kurzer Tetanus zu 
einer Ammoniakabspaltung fihrt, haben wir untersucht, ob 
wihrend einer an den Tetanus sich anschlieBenden kurzen 
Erholung des Muskels ein Wiederabsinken des Ammoniaks 
erfolgt. An zwei aufeinanderfolgenden Januartagen nahmen 


Tabelle V. 











| 











1 2 | 8 4 5 | 6 
, mg Ammoniak in Abnahme des Ammoniak- 
Versuchs-} 100 g Muskulatur gehaltes bei der Erholung 
nummer Er- . 
al by in Prozent 
ee Auf der , re iin : des auf der 
Dauer d | Héhe eines | Nach . aucr in} in mg auf | Hédhe des 
Getangen-| ganz kurzen | Erbolung |Sekunden 100 g Muskel] Tetanus ge- 
sult Tetanus fundenen 
| |  Wertes 
38 | | 
25. 1. 27 2,17 | 1,82 60 0,35 | 16,1 
28 Tage | | 
39 | | 
25. 1. 27 2,24 | 1,43 60 0,81 36,1 
28 Tage 
40 | 
25. 1. 27 198 | 1,85 10 063 | 81,4 
28 Tage | | 
41 | | 
26. 1. 27 1,25 0,96 10 0,29 | 23,2 
29 Tage 
42 
26. 1. 27 1,48 0,75 10 0,73 49,3 
29 Tage 

















wir an Temporarien der gleichen Sendung fiinf derartige Ver- 
suche vor. Bei der Reizung waren beide Muskeln hinter- 
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einandergeschaltet. Der eine der Muskeln wurde auf der 
Hoéhe eines ganz kurzen ‘Tetanus (weniger als 1 Sekunde) in 
fliissige Luft versenkt und so gleichzeitig wie médglich der 
Reizstrom unterbrochen. Der zweite Muskel erholte sich ent- 
weder 60 Sekunden (Versuch 38 und 39) oder 10 Sekunden 
(Versuch 40—42) und wurde erst dann in fliissige Luft ge- 
taucht. Simtliche 5 Versuche verliefen positiv, d. h. der nach 
der KErholung verarbeitete Muskel enthielt iiberall weniger 
Ammoniak als der auf der Héhe des Tetanus in fliissige Luft 
versenkte. 

In den im spiateren Verlauf des Winters und an anderen 
Froschsendungen angestellten Versuchen konnte das eben ge- 
schilderte Ergebnis trotz vieler darauf gerichteter Miihe aber 
nicht ohne weiteres wiedererhalten werden. Erst in einer 
ausgedehnten besonderen Untersuchungsreihe, deren Ergebnisse 
im nachstehenden verdffentlicht werden, gelangen derartige 
Reversionsversuche vielfach, ja es konnte gezeigt werden, daf 
die bei der Kontraktion eingetretene Ammoniakbildung auch 
im isolierten Froschmuskel unter geeigneten Versuchsbedin- 
gungen immer ein reversibler Vorgang ist. 


Zusammenfassung. 


1. Es wird gezeigt, daB die Ammoniakabspaltung, die bei 
kurzem Stehen von lebensfrischem Kaninchen- und Frosch- 
muskelbrei unter geeigneten Bedingungen eintritt und unter 
diesen Bedingungen nach 3—4 Stunden zum Abschlu8 kommt, 
in ihrem Umfange durch Harnstoff nicht beeinfluBt, hingegen 
durch Adenosinphosphorsiure erheblich gesteigert wird, wobei 
im Verlauf weniger Stunden mehr als 80°/, der Aminogruppe 
der Adenosinphosphorsiure als Ammoniak erscheinen kénnen. 

2. Reizt man isolierte Froschmuskeln lingere Zeit mit 
Hinzelinduktionsschlagen (bis zum Eintritt einer gewissen Er- 
miidung), so enthalten die gereizten Muskeln stets weitaus 
mehr Ammoniak als die Ruhemuskeln, wobei nach starker 
Ermiidung die Zunahme des Ammoniaks ein hohes Vielfaches 
des Ruhewertes betragen kann. 
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Auch ganz kurze tetanische Reizung (2—3 Sekunden) be- 
wirkt deutliche Ammoniakabspaltung, und in der iiberwiegenden 
Mehrzahl der Versuche trat Ammoniakvermehrung bereits bei 
einer Tetanisierung von weniger als 1 Sekunde ein. 

3. Bereits in der vorliegenden Arbeit angestellte Versuche 
iiber das Wiederverschwinden des bei der Reizung isolierter 
Froschmuskeln gebildeten Ammoniaks sollen hier nicht noch- 
mals besprochen werden, weil die Ergebnisse einer im nach- 
stehenden veréffentlichten Arbeit eine sehr viel einheitlichere 
Deutung zulassen, als es auf Grund des viel geringeren bisher 
besprochenen Versuchsmaterials méglich ist. 

4. Die geschilderten Ergebnisse lassen keinen Zweifel 
dariiber, daB entgegen allgemein verbreiteten Vorstellungen 
der Abbau einer stickstoffhaltigen Substanz zu den regel- 
maBigen Begleiterscheinungen der Muskelkontraktion gehdrt. 
Die immer wieder beobachtete Steigerung der Stickstoff- 
ausscheidung, die bereits friiher und in neuester Zeit nament- 
lich von Cathcart und Burnett’) nach angestrengter mensch- 
licher Muskelarbeit beobachtet wurde, diirfte nur zum Teil 
auf vermehrten EiweiBzerfall, zum Teil aber auf die Ammoniak- 
bildung aus der Adenosinphosphorséure des Muskels zuriick- 
zufiihren sein. Durch die oben mitgeteilten Versuche wird 
auch die von Burian?) schon vor mehr als 20 Jahren auf 
Grund von Stoffwechselversuchen am Menschen und von Durch- 
str6mungsversuchen an der Hundemuskulatur ausgesprochene 
Vermutung gestiitzt, daB der endogene Purinstoffwechsel mit 
der Muskeltitigkeit in innerem Zusammenhang steht. 





') Proc. of the royal Society of London, Ser. Bd. 99, S. 405 (1926). 
”) Diese Zs. Bd. 43, S. 532 (1905); a. a. O. S. 546, 
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3. Mitteilung. Das Verhalten der Ammoniakbildung 
bei der Muskelarbeit | 
unter verschiedenen biologischen Bedingungen. 
Von 
G. Embden und H. Wassermeyer. 


(Ausgefiihrt mit Unterstiitzung der Notgemeinschaft der Deutschen 
Wissenschaft.) 





(Aus dem Institut fiir vegetative Physiologie der Universitat Frankfurt.) 


(Der Redaktion zugegangen am 10. August 1928.) 


In mehreren Arbeiten wurde der Nachweis erbracht, daB 
es bei jeder Arbeitsleistung isolierter Froschmuskeln zur Ab- 
spaltung von Ammoniak') kommt, als dessen — allem An- 
schein nach einzige — Quelle die Adenosinphosphorsiéure an- 
gesehen werden muf. Letztere darf ebenso wie das Lactaci- 
dogen und Phosphokreatin als eigentliche Tatigkeitssubstanz 
des Muskels betrachtet werden. 

Schon vor lingerer Zeit konnte gezeigt werden, daB der 
Gehalt der Skelettmuskeln von Fréschen an Lactacidogen zu 
verschiedenen Jahreszeiten ein verschiedener ist, ganz ent- 
sprechend dem verschiedenen biologischen Verhalten der Tiere.?) 
Im Sommer, wenn sich der Frosch im raschen Sprunge be- 
wegt, erreicht der Lactacidogengehalt etwa die doppelten 
Werte wie im Winter. Durch Erwirmung werden triage Spit- 


1) Literatur siehe auf S. 150 der voranstehenden Arbeit von 
Embden, Riebeling und Selter. 

*) Nach einer neuerlich kurz veréffentlichten Arbeit von Lohmann 
|Naturwissensch. S. 298 (1928)] besteht die in Frage kommende phosphor- 
siiurebildende Substanz zum Teil aus Pyrophosphorsiure. Im folgenden 
ist hierauf noch keine Riicksicht genommen. 
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winterfrésche innerhalb einiger Tage in einen Zustand gréfter 
Lebhaftigkeit und raschester Beweglichkeit versetzt, und um- 
gekehrt kann man Spiitsommerfrésche durch lingeren Aufent- 
halt bei niedriger Temperatur so umwandeln, daB sie tragen 
Winterfréschen &bnlich werden. Diesen kiinstlich hervor- 
gerufenen Veriinderungen der LebensiiuBerungen entsprechen 
gesetzmiiBige Schwankungen des Lactacidogengehaltes, der bei 
Erwirmung von Winterfréschen auf sommerliche Werte an- 
steigt, bei der Abkiihlung von Sommerfréschen auf winterliche 
absinkt. 

Auf Grund dieser am Lactacidogen gemachten Erfah- 
rungen muBte daran gedacht werden, daB auch die Menge der 
ammoniakbildenden Substanz des Muskels von der Jahreszeit 
abhingig ist und vielleicht in ihnlicher Weise wie das Lact- 
acidogen durch experimentelle Anderungen der AuSentem- 
peratur kiinstlich beeinfluBt werden kann. Aus den im fol- 
genden zu schildernden Versuchen geht hervor, dab beides der 
Fall ist, und dariiber hinaus ergibt sich aus diesen Unter- 
suchungen, da auch die Ammoniakbildung bei der Titigkeit 
und damit der Ammoniakgehalt der Muskeln von dem biolo- 
gischen Zustand der Frésche in hohem Mafe abhingig ist. 

Die iiberwiegende Mehrzahl der in einer voranstehenden 
Arbeit!) geschilderten Versuche wurden im Spitherbst und im 
Winter, also zu einer Zeit triger Beweglichkeit der Frésche, 
angestellt. Dementsprechend lag der Ammoniakgehalt der 
ohne vorangegangene Reizung untersuchten Muskeln meist in 
der Nihe von 1 mg in 100g Muskulatur, nur in wenigen 
Fiillen erreichte er wesentliche héhere Werte. Arbeitsleistung 
der isolierten Muskeln fiihrte regelmiBig zum Anstieg des 
Ammoniaks. Bestand die Arbeitsleistung in  isotonischen 
Hinzelzuckungen, so erreichte der Ammoniakgehalt erst nach 
einer sehr groBen Anzahl von Zuckungen hohe Werte. So 
wurden z. B. Ammoniakmengen von mehr als 6 mg pro 100 g 
Muskulatur wiihrend der Monate Oktober bis Januar nur nach 
einer mindestens 90 Minuten anhaltenden Reizung mit 65 Einzel- 


a ee 


) Diese Zs. Bd. 179, S. 149 (1928). 
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induktionsschligen pro Minute gebildet. Wurde in genau 
gleicher Weise nur 30—60 Minuten gereizt, so lag der Am- 
moniakendwert niemals erheblich iiber 3 mg. 

Wir haben nun ganz dbhniliche Untersuchungen wihrend 
des Monats Mai vorgenommen, wobei die angewandte Methode 
in allen Einzelheiten die in der vorangehenden Arbeit ange- 
wandte war. Nur wurde in einem Teil der Versuche zur De- 
stillation des Ammoniaks nicht gegliihte Magnesia, sondern 
das von Parnas und Heller!) angegebene Boratgemisch ver- 
wandt. Die Titration erfolgte auch hier jodometrisch. 

In der Tab. I ist eine gréBere Anzahl von Versuchen zu- 
sammengestellt, in denen im Monat Mai der Ammoniakgehalt 
von Froschgastrocnemien ohne vorherige Reizung festgestellt 
wurde. Man kann allerdings die Muskeln dieser Tiere nicht 
als Ruhemuskeln bezeichnen, denn die untersuchten Frdésche 
befanden sich meist in starker Erregung, sie quakten laut, 
und schon geringe iiuBere Reize geniigten, um sie zu leb- 
haftem Springen zu veranlassen. Wie sehr zur Zeit dieser 
groBen Lebhaftigkeit der Ammoniakgehalt der Gastrocnemien 
durch das Verhalten der Tiere wihrend des Lebens beeinfluBt 
wird, ergibt sich auf das deutlichste aus den Vertikalreihen 
6—8 der Tabelle. In der Reihe 6 finden sich die notwen- 
digen Angaben iiber das biologische Verhalten der Tiere vor 
der Tétung, wihrend in den Reihen 7 und 8 der Ammoniak- 
gehalt der beiderseitigen Gastrocnemien angegeben ist, die so 
rasch wie moéglich nach dem ode der Tiere pripariert und 
in fliissiger Luft zum Erfrieren gebracht wurden. 

Zu Versuch 1, der um 11 Uhr vormittags angestellt 
wurde, kamen 10 Esculenten zur Verwendung, die sich ziem- 
lich ruhig verhielten und rasch nach ihrer Entnahme aus dem 
Froschbecken getétet wurden. Der Ammoniakgehalt der beider- 
seitigen Gastrocnemien lag etwas iiber 1 mg.’?) 

Der Versuch 2 sei etwas eingehender geschildert, weil die 

1) Biochem. Zs. Bd. 152, 8. 1 (1924). 

*) Wir werden im folgenden bei der Besprechung des Ammoniak- 
gehaltes der Kiirze halber diesen einfach in Milligrammen angeben. 
Wir verstehen darunter die Milligramme Ammoniak in 100 g Muskulatur. 
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Tabelle L. 
EinfluB des biologischen Zustandes der Esculenten = 
auf den Ammoniakgehalt ihrer Gastrocnemien. i 
————__—_— _ acaeeiabainemantin nectamaenaced ae a os a = 
| a 
1 2 3 | 4 5 6 7 | 8 | 9 | ul Zz 
- = J 2 
7 2 |_ A D z mgAmmoniak] , |< 3 
a S 12:2] mS o in 100 g S ~2 24 5 
2 | Datum] 3 | 8/832 Bemerkungen Muskulatur | 5° | Sa > 
: » a" |oSe EY 
> o—) 5 rechts | links q 
1 2.5.27] 11%] 10 | 18 | Die Frésche verhalten| 1,32 1,40] 6] -P), 
sich ruhig | 7 
a 14°] 10 | 19 | Lebhafte Frésche. 2,84] 2,27] 3 ]-f/. 
Bald nach dem Her- : 
aufbringen aus dem 
Keller getétet 
2) b 14] 10 | 19 7 oo oe ee 
3.5. 27 r 
¢ is°| 9 | 19 fy Vel Text 622 | 610] 2 | — 
d 16°} 10 19 9,05 | 8,62 5 i - 
a 14°] 8 21 | Lebhaft; im Frosch-| 4,70 4,81} 2 | 1, 
raum getotet 
3 5. 5. 27 
b 15°] 10 21 Ermiidet durch 9,40 9,38 0; - 
Springen | 
fa 14°] 11 22 Im verdunkelten Keller | *5,43 | 5,97 | 10 | 14, 
6.5.27 getotet 
4 }b 15°°} 18 22 10 Minuten lebhaftim]13,8 = — | — | - 
Glase gesprungen [14,6 | 
ec | 7.5.27] 2°) 16 23 Im verdunkelten Keller| 1,72 | 1,98 | 15 | — 
getotet 
a |13.5.27] 10* 6 0 Sofort nach dem Ein-| 8,72 | 8,58 2 
treffen im Institut 
getétet; sehr leb- | 
haft | 
5! 
)b 17; 66 0 Springen nur wenig;| 1,44 | 2,04 | 40!) — 
verhalten sich ruhig 
ec 714,5.27] 1°) 8 "Vs Verhalten sich ruhig | 1,89 | 2,12 | 12 | - 
i 
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Tabelle I (Fortsetzung). 












































1 2 3 4 4) 6 ’ | 8 9 10 
ol % o = Y 2 mgAmmoniak]| , |. 
| oa S 42 aS 2, in 100g | 5-212 3 
7 ars ‘o =| of 2 ‘ La Be 
| Datum | 9 [| 8¢ Bae Bemerkungen Muskulatur 3S.) 35 
4a 5 a i*s(e4 hel i 
. . = - = rechts links < 
‘J fa 15%] 6 8 | Lebhaft; im verdun-| 5,05 5,45] 8 | 13,5 
16. 5. 27 kelten Keller getitet o 
“T Tb ios 7 3 Erschépft durch Sprin-] 12,0 = 12,3 3 oe 
gen im Glase ™ 
— 
“} (a }20.5.27] 11°] 6 0 Sofort nach dem Ein-}| 6,78 7,16] 6 | — 
treffen im Institut 
| getotet; sehr lebhaft 
_] | > 7 21.5.27] 19°] 6 l Haben isoliertim Dun-! 1,36 _ — |— 
keln gesessen; sehr 
lebhaft 
uf bei seiner Anstellung gewonnenen Ergebnisse fiir die weiteren 
1, ; att 
Versuche richtunggebend waren. 50 Frésche von dem gleichen 
Fange, der auch zu Versuch 1 gedient hatte, wurden aus 
rf dem Froschkeller in einem groBen Glase ins Laboratorium ge- 
~ bracht. Die Tiere waren auBerordentlich lebendig und wurden 
~ namentlich durch das zur Entnahme der einzelnen Tiere not- 
wendige Hineingreifen mit der Hand zu lebhaftem Springen 
7 veranlaBt. Die Gastrocnemien von je etwa 10 Fréschen dienten 
zur Ammoniakbestimmung. Die ersten 10 Frésche wurden 7 
" von 14 Uhr an aus dem Gefaife entnommen; der Ammoniak- 


- gehalt ihrer Gastrocnemien betrug etwa 2,3 mg. Er ist also 
J merklich héher als jener des Vortages. Die zweite Serie 
(Versuch 2b) wurde 45 Minuten spiiter verarbeitet. Wihrend 
dieser Zeit waren die Tiere in lebhafter Bewegung geblieben. 
Der Ammoniakgehalt betrug 5,1 mg. Er konnte nur auf der 
einen Seite ermittelt werden, weil in dem zuerst angestellten 
Parallelversuche mit den Muskeln der anderen Seite in Un- 
_ kenntnis des hohen Wertes die vorgelegte Menge n/200-Schwefel- 
siure nicht ausreichte. In dem wiederum 45 Minuten spiter 
Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie CILXXIX. 12 
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angestellten Versuche 2c ist ein Wert von iiber 6 mg und 
nach weiteren 30 Minuten ein solcher von 9 mg erreicht. 

Werte von 5 mg waren in unseren bisherigen Versuchen 
nur nach stark ermiidender Reizung isolierter Muskeln beob- 
achtet worden, und die von Reihe zu Reihe fortschreitende 
Steigerung des Ammoniakgehaltes erschien uns nur durch das 
anhaltende Springen erklirlich. 

Wie sehr bei den von uns verwandten Maiesculenten tat- 
sichlich der Ammoniakgehalt der Gastrocnemien von dem 
Verhalten der Frésche wibrend des Lebens abhingig ist, da- 
von konnten wir uns in weiteren Versuchen iiberzeugen. Zu 
Versuch 3a dienten acht lebhafte Frésche, die um 2 Uhr 
nachmittags unmittelbar nach ihrer Entnahme aus dem Frosch- 
becken getétet wurden (Ammoniakgehalt 4,7 mg). In Ver- 
such 3b, der 1 Stunde spater angestellt wurde, waren die 
Tiere durch hiufiges Hineingreifen in das GlasgefiB immer 
wieder zum Springen gebracht worden. SchlieBlich schienen sie 
ermiidet zu sein. Dementsprechend erreicht das Ammoniak 
den hohen Wert von 9,4 mg. 

DaB der Ammoniakgehalt der Gastrocnemien lebender 
Frésche, ebenso wie er durch lebhaftes Springen ansteigt, bei 
der Ruhe wieder absinkt, geht aus weiteren Versuchen hervor. 
In Versuch 4a lieferten die Muskeln von Esculenten, die 
durch hiiufiges Betreten und Erhellen des Froschraums beun- 
ruhigt worden waren, einen Ammoniakgehalt zwischen 5 und 
6 mg. Die zum Versuch 4b dienenden Frésche wurden nach 
10 Minuten langem lebhaftem Springen verarbeitet. Der Am- 
moniakgehalt betrug in Doppelbestimmungen an den rechts- 
seitigen Muskeln 13,8 bzw. 14,6 mg. Versuch 4c schlicBlich 
gelangte in der folgenden Nacht um 2 Uhr zur Ausfihrung. 
Die Tiere wurden in dem stundenlang nicht betretenen Raume 
bei méglichst schwacher Beleuchtung rasch getétet. Der Am- 
moniakgehalt der Gastrocnemien (1,72 und 1,98 mg) liegt 
weit unterhalb des in Versuch 4a wihrend des T'ages gefun- 
denen Wertes. 

Da8 das Absinken des Ammoniakgehaltes der Muskeln 
lebhafter Maiesculenten nach ihrer Beruhigung in der Dunkel- 
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heit ziemlich rasch erfolgen kann, ist aus Versuch 5 ersicht- 
lich, Die Tiere waren erst in der dem Versuchstage voran- 
gehenden Nacht gefangen und beim Kintreffen im Institut recht 
lebhaft. Sie sprangen beim Transport ins Laboratorium aber 
nur noch wenig. Der Ammoniakgehalt ihrer Gastrocnemien 
betrug mehr als 85mg. Sechs Tiere des gleichen Fanges 
wurden wihrend 5 Stunden im verdunkelten Keller gehalten 
und verhielten sich dann einigermaBen ruhig. Das Ammoniak 
war auf sehr geringe Werte abgesunken. Die schlechte Uber- 
einstimmung (1,4 mg auf der rechten, 2,0 mg auf der linken 
Seite) ist vielleicht auf einen Analysenfehler zuriickzufiihren, 
wenngleich Ungleichheit auf beiden Seiten auf Grund viel- 
faltiger, im hiesigen Institut gemachter Erfahrungen vorkommen 
kann.') Verlangerung des Dunkelaufenthaltes bis nach Mitter- 
nacht fiihrte zu keiner weiteren Verminderung des Ammoniak- 
gehaltes (Versuch 5c). Die Tiere verhielten sich vor der ‘Tétung 
ruhig. 

Zu Versuch 6 dienten die Frésche des gleichen Fanges, 
der auch zu Versuch 5 verwandt worden war. Zum ersten 
eile (6a) wurden lebhafte Tiere, die unmittelbar nach ihrer 
Entnahme aus dem Froschbecken getétet waren, benutzt. Der 
Ammoniakgehalt betrug etwas mehr als 5 mg. Der zweite 
Teil (6b) wurde so vorbereitet, daB die lebhaften Tiere durch 
immer wiederholtes Schiitteln des groBen Glases zu starkem 
Springen gebracht wurden. Sie waren schlieBlich so erschépft, 
daB weitere Reizung durch Schiitteln des Glases nur noch 
schwache Bewegungen ausléste. Dementsprechend ist der 
Ammoniakgehalt auf 12 mg angestiegen. Die Gastrocnemien 
von vier weiteren gleich behandelten Fréschen wurden mit der 
Schere zerkleinert und blieben in Natriumbicarbonatlésung 
von 2°/, bei 40° 4 Stunden stehen, wobei, wie schon friher 
gezeigt wurde, die Ammoniakbildung zum AbschluB gelangt. 
Die in Doppelbestimmungen gewonnenen Werte (13,6 und 
13,9 mg, Vertikalreihe 10) liegen nur wenig tiber den nach 
starkem Springen ermittelten. In diesem Falle war also fast 


') Diese Zs. Bd. 179, S. 200 (1928). 


12* 
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der ganze Vorrat an ammoniakbildender Substanz erschépft 
worden. Das Ammoniakbildungsvermégen war hier ebenso 
groB wie bei im verdunkelten Keller getéteten Fréschen, die 
zu Versuch 6a dienten (13,5 mg), wihrend in einer parallel zu LL — 
Versuch 3a angestellten Untersuchung ein etwas niedrigerer, 1 
in einem gleichzeitig mit Versuch 4a vorgenommenen ein etwas [| 
héherer Ammoniak-B-Wert gefunden wurde. “ 
Versuch 7 ergab an Fréschen, die unmittelbar nach 3 
ihrem Eintreffen im Institut morgens in ihrem Becken lebhaft 
quakten und sprangen, Ammoniakwerte von 6,8 und 7,2 mg, E> 
Frésche der gleichen Sendung, die bis zum nichsten Abend 8 
um 7 Uhr einzeln in Glasern und im ruhigen Dunkelzimmer 
aufbewahrt wurden, zeigten sich zwar bei der Erhellung des 
Zimmers ziemlich lebhaft, der Ammoniakwert war aber auf 





1,8 mg abgesunken. 

Weiterhin versuchten wir festzustellen, wie eine in allen 
Versuchen méglichst gleichartige Reizperiode auf den Ammo- 
niakgehalt des isolierten Froschgastrocnemius einwirkt. Wie 
bereits eingangs erwahnt, traten in den Herbst- und Winter- 
versuchen der vorangehenden Arbeit Steigerungen von mehr i b 
als 3 mg nur nach 90—100 Minuten lang fortgesetzter Reizung 
mit 65 Einzelinduktionsschligen pro Minute (Belastung mit 
25 g) ein, und neuerlich in den Wintermonaten ausgefiihrte 
Versuche zeigen, daB 100 maximal wirksame, in Abstiinden fi) 
von 1 Sekunde folgende Offnungsschliige bei gleicher Belastung 
nur zu geringer (0,1 bis 0,2 mg), manchmal auch zu gar keiner 
Ammoniakvermebrung fihren.’) 

Die Untersuchungen der Tab. I] wurden an Esculenten [! ;, 
wihrend der Monate Mai und Juni nach der zuletzt geschil- 
derten Art ausgefiihrt, d. h. der eine der beiden Gastrocnemien 
wurde sofort nach seiner Praparierung in fliissige Luft ver- 








senkt, der andere ein wenig spiter, nachdem er bei einer Be- 6 
lastung von 25 g wihrend 100 Sekunden mit 100 gerade 
maximal wirksamen Offnungsschlagen gereizt worden war. Ein bA 


Vergleich der Stabe 6 und 7 der Tab. Il zeigt, wie groBe 


1) Diese Zs. Bd. 179, S. 216ff (1928). 
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Tabelle IL. | 
Direkte Reizung isolierter Esculentengastrocnemien 
mit 100 Induktionsschliigen. 
1 2 3 4 4) 6 7 8 9 10 11 
Pa 4 = os mg Ammoniak mg Ammo- 
“ 3 rk: © 8 =i caja k 00 
D SN [2:4] ts © Jin 100g Muskulatur | niak in 1 
S 1 Detom | § iG rigs s ‘ Bemerkungen 
g th | se) ace 2 Muskulatur 
Ms = « i » = art cere zt) 4u- 
- : a1”? wee sereizt yn ahme B-Wert 
ea a ane: : lated cine _— 
17. 5.27) 12°) 9 4 3,13 26,60 13,47 | 29,50 | 28,50 |aus dem 
Keller 
18.5.27| 12°] 7 5 7,35 21,60 14,25 | 22,30 21,40 | aus dem 
Keller 
18.5.27] 21°] 6 By) 12,90 | 23,40 | 10,50 | — — aus dem 
| Keller 
21.5.27] 199] 6 1 1,36 1,80 0,44] — | — | 24 Stunden 
| | im Dunkeln 
isoliert 
a |24.5.27] 208] 6 4 8,30 | — — |1810; — |aus dem 
| Keller 
b |24.5.27] 21°] 6 4 0,72 1,30 0,58 |15,05' — |9Stunden 
im Dunkeln 
isoliert 
» 125.5.27] 188%] 5 5 8,20 113,68 | 5,48 113,57; — |aus dem 
| Keller 
b |25.5.27] 19%] 6 5 8,80 | 9,43 | 0,63 | — — |9Stunden 
im Dunkeln 
isoliert 
a | 29.5. 27] 1499] 12 1 3,42 | 4,38 | 0,96 |13,20 13,70 }aus dem 
Keller 
b |29.5.27] 14%] 12 1 2,72 | 2,83 | 0,11 | 11,90 12,27 | 24 Stunden 
im Dunkeln 
isoliert 
1.6.275 10°) 9 4 2,10 | 3,29 1,19 | 989: — aus dem 
Keller 
17.6.27] 11°] 5 0 3,30 | 8,54 | 0,24 | 14,10 13,70 | aus dem 
Keller 
A 130.6.27] 19°] 7 2 3,62 | 3,84 | 0,22] 9,28, — |aus dem 
| Keller 


Ammoniakmengen lebhafte Maiesculenten unter den geschil- 
derten Bedingungen abspalten kénnen. 


Zu den Versuchen 8, 
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9 und 10 wurden Esculenten vom gleichen Fange und von 
sehr groBer Lebhaftigkeit verwandt. 

In Versuch 8 ergaben die ungereizten Muskeln der einen 
Seite von 9 Esculenten einen Ammoniakwert von 13 mg, die 
gereizten der anderen einen solchen von nicht weniger als 
26,6 mg! Es waren also bei 100 Einzelzuckungen etwa 13,5 mg 
Ammoniak pro 100 g Muskulatur gebildet worden. 

Noch etwas gréBer ist die Ammoniakbildung in Versuch 9 
und auch in Versuch 10 iiberschreitet sie 10 mg. Die nach 
der Reizung in den Versuchen 8—10 gefundenen Werte 
(Vertikalreibe 7) lagen weit iiber jenen Ammoniakmengen, die 
bei 4stiindiger Exposition unter den zu vollstindiger Ab- 
spaltung des Ammoniaks fiihrenden Bedingungen bis dahin 
beobachtet worden waren. Doch ergibt sich aus den Vertikal- 
reihen 9 und 10 der Versuche 8 und 9, daB die Gastrocnemien 
der in Frage kommenden Frische tatsiichlich ein ungewéhnlich 
starkes Ammoniakbildungsvermégen besaBen. Die Frdésche, 
deren Gastrocnemien zur Ermittlung des Ammoniak- B-Wertes 
in Versuch 8 dienten, wurden erst einige Stunden spiiter als 
die zum Reizversuch benutzten aus dem Froschbecken ent- 
nommen. Die ungewoéhnlich hohen Expositionswerte (29,5 und 
28,5 mg) liegen immerhin einige Milligramme iiber den nach 
der Reizung beobachteten. In Versuch 9 ergibt dagegen ein 
Vergleich der Reihe 7 mit den Reihen 9 und 10, daB an- 
nihernd die gesamte iiberhaupt abspaltbare Ammoniakmenge 
wiihrend der 100 Zuckungen in Freiheit gesetzt wurde. Kin- 
schrinkend muB freilich hierbei bemerkt werden, daB die 
B-Werte nicht vollkommen streng mit den Ruhe- und Reiz- 
werten vergleichbar sind, weil sie natiirlich nicht an den gleichen, 
sondern an Kontrolltieren gewonnen wurden. Die erhebliche 
Differenz der Versuche 8 und 9 weist jedenfalls darauf hin, 
daB& bei Fréschen der gleichen Sendung groBe individuelle Ver- 
schiedenheiten der Muskeln im Gehalt an ammoniakbildender 
Substanz vorhanden sein kénnen, wofern man nicht annehmen 
will, daB wihrend der 24 Stunden, die zwischen den Versuchen 8 
und 9 verflossen, eine Verminderung dieser Substanz ein- 
setreten ist. DaB bei starken Anderungen der biologischen 











Uber die Bedeutung der Adenylsiiure fiir die Muskelfunktion. 171 


Bedingungen derartige Schwankungen recht rasch eintreten 
kénnen, geht aus weiter unten zu besprechenden Versuchen 
hervor. 

Versuch 11 wurde an Fréschen vorgenommen, die wiihrend 
24 Stunden einzeln in Glasern bei vélliger Dunkelheit auf- 
bewahrt waren. Der sofort nach der Priparation beobachtete 
Ammoniakwert ist dementsprechend niedrig (1,4 mg, Vertikal- 
reihe 6) und nach 100 Reizen erfolgt nur ein Anstieg um 
0,4 mg. DaB die Gastrocnemien der Frésche der in Frage 
kommenden Sendung ohne vorherige Isolierung im Dunkeln 
einen weit héheren Ammoniakgehalt hatten, geht aus den Ver- 
suchen 12a und 13a hervor, in denen iiber 8 mg gefunden 
wurden. Die nach der Reizung vorgenommene Bestimmung 
in Versuch 12a ging verloren. In Versuch 18a erfolgte ein 
Anstieg des Ammoniaks um 5,5 mg. Zu Versuch 12b und 13b 
dienten Frésche, die liingere Zeit im Dunkeln isoliert waren. 
In Versuch 12b war hierbei der Ammoniakgehalt auf einen 
ganz niedrigen Wert (unter 1 mg) abgesunken und nach 
100 Reizen erfolgte nur eine Steigerung um 0,6 mg. In Ver- 
such 13b zeigten die Muskeln trotz des vorangegangenen 
9 stiindigen Ruheaufenthaltes im Dunkeln noch unveriindert hohe 
Ammoniakwerte im ungereizten Muskel: 8,5 mg. Wahrend 
aber bei den lebhaften Fréschen des Versuches 13a, wie wir 
oben sahen, die Reizung zu einem sehr hohen weiteren 
Ammoniakanstieg fiihrte, ist die Vermehrung des Ammoniaks 
an den im Dunkeln gehaltenen Tieren nur recht geringfiigig 
(0,63 mg Zunahme). 

Die Versuche 14 und 15 wurden an Friéschen eines neuen 
Fanges ausgefiihrt. Die Tiere unterschieden sich deutlich von 
den bisher verarbeiteten Sendungen des Mais. Sie waren an 
sich weit weniger lebhaft und konnten nicht zu so starkem 
und andauerndem Springen, wie die triiheren Maifrésche ge- 
bracht werden. Dementsprechend ist auch der Ammoniak- 
wert der unmittelbar aus dem Keller entnommenen Tiere in 
Versuch 14a weitaus niedriger als in den bisher besprochenen 
Versuchen gleicher Anordnung und mit 3,4 mg nur wenig 
hdher als nach 24 Stunden Dunkelaufenthalt der isolierten 
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Frésche (Versuch 14b: 2,72 mg). 100 Reize bewirkten an den 
Muskeln dieser dunkel gehaltenen Tiere nur eine ganz gering- 
fiigige, kaum auBerhalb der Fehlergrenze der Ammoniak- 
bestimmung gelegene Differenz, wahrend bei den im Hellen 
gehaltenen Tieren des Versuches 14a der Anstieg immerhin 
annihernd 1 mg betrigt. Dieser Versuch findet seine Be- 
stitigung in dem am gleichen Material vorgenommenen Ver- 
such 15. Auch hier waren die Frésche vor dem Versuch 
nicht im Dunkeln isoliert worden und zeigten dementsprechend 
eine dem Versuche 14a sehr &hnliche Ammoniakabspaltung. 
Wahrend des Monats Juni waren die Tiere langst nicht 

so lebhaft wie im Mai. Ein am 17. Juni an Fréschen einer a 
frischen Sendung vorgenommener Versuch ergab einen Ruhe- a 
wert von 3,3 mg und nur ganz geringfiigige Zunahme des {' 
| 


\ 


\ 


_— 


1 


V1. 


Versuchs-} 


bi qua 
~1 


Ammoniaks nach der Reizung, und ein am 30. Juni aus- 
gefiihrter lieferte an einer 2 Tage alten Sendung ein dhnliches 
Ergebnis. ! 
Sehr auffallige Verinderungen machte die Menge der a 
ammoniakbildenden Substanz in der in Frage kommen- 
den Versuchsperiode durch. Wie wir schon friiher sahen, 
zeigten die Gastrocnemien der zu Versuch 8 verwandten Friésche p iF 
das héchste bis dahin iiberhaupt beobachtete Ammoniak- 
bildungsvermégen (Ammoniak- B- Wert etwa 29 mg). Schon Ti 
am niichsten Tage war, wie ebenfalls erwihnt wurde, dieser ‘al 
Wert ganz erheblich abgesunken (22,3 mg), und dieses Ab- 
sinken geht dauernd weiter mit einer kleinen Abweichung in 
Versuch 16, wie aus Vertikalreihe 9 hervorgeht. Am 1. Juni 
betrigt der Wert nur noch 10 mg. Man kénnte denken, da’ 
es sich hierbei um einen Zufall handelt, weil ja die Frésche 
aus verschiedenen Fingen stammten. Demgegeniiber sei aber 
hervorgehoben, da8 siimtliche Tiere am gleichen Orte, einem 
bestimmten Fischteiche in der Nihe von Frankfurt a./M. ge- 
fangen waren. 

Ehe wir die Versuche der Tab. lI zusammenfassend 
besprechen, méchten wir noch auf diejenigen der Tab. III ein- 
gehen, die ganz in der gleichen Weise und zu der gleichen 
Zeit angestellt wurden, nur dab nicht Esculenten, sondern 
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Tabelle III. 
Direkte Reizung isolierter Temporariengastrocnemien mit 
100 Induktionsschliigen. 
mn | 2 eh«t s ¢|7ti|eatoels 11 
| iis &S 
. ‘i 7 mg Ammoniak in] “) 
1 — x 
¥ 2 |_éle = 100 g Muskulatur | = = 2 
n Sh te aes | F 
= |Datum] 2 |S) 23 PF] + ai © > St Bemerkungen 
S em pee isen} os | 8 5 a 
n S it, 7 os = os) — g-= ea) 
3 a [“slog |= | & | | <e 
17 |18.5.27] 12°] 6 1 2,79} 5,30 | 2,51 25,80) — Aus dem Keller 
| eee ae 
a6 «6§16.5.273 ZIT 5 1 5,05) 5,30 0,25), — | — Aus dem Keller 
te 16° ¢ 3 9,25 10,50 | 1,25} — | — Aus dem Keller 
194 b] 20.5. 27] 15°] 6 8 8,95 | 10,40 | 1,45] — | — desgl. 
\s 16°) 6 3 6,97; 7,88 | 091] — > — desgl. 
Nfs. 5.9 18°] 6 1 | 10,76/10,70 | — | — | — | Aus dem Keller 
23. 5. 27 
F b 13” | 4,24) 6,14 | 1,90 |16,00, — 5 Std. im Dun- 
| keln isoliert 
ms an : — Pa eee . ee ; = 
L (a _—" 14%] 12 7 4,18| 4,73 | 0,55 18,20 — | Aus dem Keller 
29.5.2 | ; 
lb 144°] 12 1 4,08) 4,48 | 0,40 | 16,25 16,35] 24 Std. im Dun- 
| | keln isoliert 
a Re, Se a 5 —- 
be fa — 1445] 12 18 3,06} 3,31 | 0,25 | — | — | Aus dem Keller 
‘ J. 0. 2 
lb 15°] 12 | 18 2,26) 3,64) 1,38] — — | 24 Std. im Dun- 
| | keln isoliert 























Temporarien zur Verwendung gelangten. Die Temporarien 


verhielten sich bedeutend ruhiger als die Esculenten. 


Auch 


gelang es nicht annihernd in gleichem MaBe wie bei den 


Wasserfréschen, sie zu lebhaftem Springen zu _ bringen. 


Die 


Ammoniakwerte der ungereizten Muskeln waren sehr ver- 
-schiedenartig. Liingerer Dunkelaufenthalt bewirkte auch hier 
in zwei von drei Versuchen (Versuch 20 und 22) deutliches 
Absinken des Ammoniakgehaltes, wihrend ein weiterer Ver- 
such 21 ein derartiges Verhalten nicht erkennen laBt. Auch 
in jenen Fallen, in denen die ungereizten Muskeln einen hohen 
Ammoniakgehalt aufwiesen, war die Zunahme bei der Reizung 
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lange nicht so groB wie in den entsprechenden Versuchen an 
Ksculenten. Wiahrend die stirkste, unter der Kinwirkung von 
100 Reizen an Esculenten beobachtete Ammoniakzunahme 
14 mg betrug, wurde bei Temporarien nur einmal in Versuch 17 
eine 2 mg iiberschreitende Ammoniakzunahme erreicht, und in 
der Mehrzahl der iibrigen Versuche war sie noch weitaus ge- 
ringer. Es ist tibrigens auffillig, daB an fast dem gleichen 
Tage der héchste Ammoniak-B2-Wert an Esculenten zur Beob- 
achtung kam, an dem auch bei Temporarien der héchste bis- 
herige Expositionswert bestimmt wurde, und es legt gewiB 
nahe, hier an Einfliisse der Witterung zu denken, um so mehr 
als aus spiiter zu besprechenden Versuchen hervorgeht, wie 
stark die AuBentemperatur den Gehalt der Muskeln an ammo- 
niakbildender Substanz beeinfluBt. Leider wurden zu dieser 
Zeit Ammoniak-B-Werte an Temporarien in wesentlich ge- 
ringerer Zahl als an Esculenten ausgefiihrt. Doch geht aus 
unseren Versuchen immerhin hervor, daB in den am 23. und 
29. Mai vorgenommenen Untersuchungen sie wesentlich niedriger 
waren als etwa 10 Tage friiher. 

Sehr deutlich trat, nachdem wir darauf zu achten gelernt 
hatten, an den Muskeln der Esculenten die Kinwirkung der 
Vorbehandlung der lebenden Frésche auf die Erregbarkeit und 
die Ermiidbarkeit der isolierten Muskeln in die Erscheinung. 
Die ohne Dunkelvorbehandlung — die Temperatur des Dunkel- 
zimmers war eher hodher als die des Froschkellers — gereizten 
Muskeln zuckten wenigstens an den wirmeren Versuchstagen 
von vornherein schlechter und ermiideten wihrend der 100 Reize 
sehr viel stirker als in den entsprechenden Versuchen mit 
Dunkelvorbehandlung. Derartige starke Unterschiede konnten 
an 'emporarien nicht festgestellt werden. Jedenfalls liegt es 
nahe, die bekannte Tatsache, da& Muskeln von Esculenten 
leichter ermiiden als solche von Temporarien gerade auch mit 
ihrer stirkeren Ammoniakbildung in Zusammenhang zu bringen. 

Ganz klar geht aus den Versuchen an Esculentenmuskeln 
hervor, daB immer dann stirkere Ammoniakbildung bei der 
Reizung in die Erscheinung trat, wenn die Tiere schon wahrend 
des Lebens ermiidet waren. Dies lieSe sich sicherlich am 
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einfachsten dadurch erkliren, daS zwar bei jeder Muskel- 
kontraktion Ammoniakabspaltung erfolgt, nachtraglich aber 
diese Abspaltung durch Aminierungsvorginge wieder riick- 
gingig gemacht wird, wobei die Aminierung mit fortschreiten- 
der Ermiidung mehr und mebr erschwert wird. Diese Vor- 
stellung, daB die bei der Muskelkontraktion stattfindende 
Ammoniakabspaltung mit fortschreitender Ermiidung immer 
unyollstiindiger reversibel wird, stimmt ganz mit dem am Lactaci- 
dogenwechsel') und neuerlich am FPhosphokreatinwechsel des 
iiberlebenden Froschmnskels erhobenen Befunden iiberein. Kine 
ziemlich groBe Anzahl von Zuckungen kann, wie friiher von 
Kmbden und Hentschel?) gezeigt wurde, ohne jede Dauer- 
abspaltung von Phosphorsiure aus Lactacidogen erfolgen, aber 
mit zunehmender Ermiidung tritt eine Abspaltung in immer 
stirkerem Mafe ein und nach Untersuchungen von Ph. und 
G. P. Eggleton*®), Meyerhof und Lohmann‘) von H. Goro- 
dissky*), sowie Nachmannsohn®) kann die nach kurzem 
Tetanus aufgetretene Phosphokreatinspaltung in Sauerstoff und 
sogar unter anaeroben Bedingungen auch im isolierten Frosch- 
muskel wieder riickgiingig gemacht werden, wihrend bei stiirkerer 
Ermiidung diese Resynthese mehr und mehr ausbleibt. 

Dab iibrigens schon bei ganz kurz dauernder Reizung 
isolierter Muskeln eine sehr erhebliche Ammoniakabspaltung 
erfolgen und das abgespaltene Ammoniak rasch wieder ver- 
schwinden kann, geht schon aus einigen Versuchen der voran- 





1) Vgl. FuBnote 2, S. 161. 

2) Diese Zs. Bd. 151, S. 167 (1926). 

3) Jl. of Physiol. Bd. 63, S. 155 (1927). 

*) Naturwissenschaften 1927, H. 32. Herr Meyerhof macht mich 
darauf aufmerksam, da8 er in einer kurzen Notiz in den Naturwissen- 
schaften bereits eine bei der Erschlaffung stattfindende und von ihm 
der anaeroben Phase der Muskeltiitigkeit zugerechnete Resynthese des 
Phosphagens beschrieben hat, was mir bei der Abfassung der gleich zu 
erwihnenden Arbeit von H. Gorodissky entgangen war, in der allerdings 
zum ersten Male nachgewiesen wurde, dab Phosphokreatinresynthese 
unter anaeroben Bedingungen auch nach der Erschlatfung stattfinden kann. 

Embden. 


5) Diese Zs. Bd, 175, S. 261 (1928). 
6) Biochem. Zs. Bd, 196, S. 73 (1928). 
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stehenden, namentlich aber aus einer nachfolgenden Arbeit 
hervor. Nach alldem erscheint es als sehr wahrscheinlich, ja 
als fast sicher, daB die am Ende einer Periode von Einzel- 
reizungen gefundene Ammoniakabspaltung nur ein ganz un- 
vollkommener Ausdruck der bei der Tiatigkeit wirklich er- 
folgten Ammoniakbildung ist. Méglicherweise ist gerade bei 
der starkeren Kontraktionsfihigkeit der unermiideten Muskeln 
die Ammoniakbildung am stirksten; nur ist sie, ganz abnlich 
wie wir das mit Bestimmtheit fiir die Phosphorsaiurebildung 
aus Lactacidogen wissen, so vollkommen reversibel, daB sie 
nur unter giinstigen Versuchsbedingungen itiberhaupt in die 
Erscheinung tritt. Erst wenn die Reversibilitaét dieses Spaltungs- 
vorganges immer unvollkommener wird, hiauft sich mehr und 
mehr Ammoniak in den Muskeln an.?) 

Vergeblich haben wir versucht, in spaiteren Monaten ihn- 
lich hohe Ammoniakbildung bei der Reizung der isolierten 
Muskeln zu erzielen. Freilich waren die Frésche auch niemals 
mehr annahernd so lebhaft wie wihrend des Mais. Ks ist 
einstweilen unméglich, die Frage zu entscheiden, inwieweit der 
biologische Zustand der Frésche wihrend des Friihjahrs, 
namentlich ihre zu dieser Zeit auffillig starke Sprungbereit- 
schaft, die besonders bei Esculenten hervortritt, inwieweit 
irgendwelche klimatische EKinwirkungen auf die Frésche das 
elgentiimliche Verhalten des Ammoniakwechsels der Muskeln 
in unseren Maiversuchen bedingten. Daf es nicht ausschlieB- 
lich die Héhe der AuBentemperatur ist, geht aus den im Juni 
angestellten Versuchen 16 und 16a hervor. 

Bereits oben erwihnte Befunde hatten die starke Ein- 
wirkung der AuBentemperatur auf den Lactacidogengehalt dar- 
getan, und nunmehr lagen Untersuchungen iiber den HinfluB 
verschiedener Temperaturen auf den Gehalt an ammoniak- 
bildender Substanz nahe. Das Ergebnis einiger derartiger 
Versuche, die waihrend der Monate Oktober und November, 
also zu einer Zeit niedriger AuBentemperatur, angestellt wurden, 
ist aus Tab. IV ersichtlich, in deren Stab 10 die nach vier- 





1) Vgl. hieriiber auch Embden, Carstensen u, Schumacher, 
aa. QO., S. 216ff. 
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stiindiger Exposition unter den oben geschilderten Bedingungen 
erhaltenen Ammoniak-£-Werte niedergelegt sind. 

In Versuch 24b, zu dem Frésche verwandt wurden, die 
unmittelbar aus dem Keller kamen, betrug der B-Wert 13,6 mg, 
wihrend die gleichen Frésche 2 Tage friiher einen doppelt so 
hohen Ammoniak-8-Wert nach 48stiindigem Aufenthalt bei 
27° (Versuch 24a), ergeben hatten. In Versuch 27b, der zu 
einer friiheren Jahreszeit vorgenommen wurde, an Fréschen, 
die aus dem Keller kamen, war der B-Wert 14,6 mg, wihrend 
die gleichen Frésche am gleichen Tage aber nach 90 stiindigem 
Aufenthalt bei 26° einen solchen von 22,7 mg zeigten. Der 
KintluB der Erwirmung auf die Ammoniak-B-Werte der 
Gastrocnemien und Temporarien ist also unverkennbar, und 
es wurde bei diesen Tieren die stiirkste bisher iiberhaupt beob- 
achtete Erhéhung des Endwertes gefunden. Ganz deutlich 
tritt auch der EinfluB des Aufenthaltes bei erhéhter Tem- 
peratur auf den Ammoniakgehalt der frischen ungereizten 
Muskeln in die Erscheinung (Stab 7 und 8). In der Tabelle 
sind die Versuche nach der Dauer des Aufenthaltes bei der 
hoheren Temperatur geordnet, und man sieht, daB der Ammo- 
niakgehalt der Muskeln von Versuch zu Versuch zunimmt. In 
Versuch 23a nach 24 Stunden betrigt er nur etwa 1,6 mg. 
Nach 48 Stunden ist er auf 3,8 mg angestiegen, nach 72 Stdn. 
im Mittel aus den mangelhaft iibereinstimmenden Bestimmungen 
der rechten und linken Muskeln etwa auf 5,6 mg. Noch viel 
stirker ist die Steigerung der 4-Werte in Versuch 26 und 27a, 
nach 90 Stunden langem Warmaufenthalt. In dem _letzt- 
genannten Versuch betriigt er 10,8 mg, wihrend Frésche des 
gleichen Fanges, zur gleichen Zeit aus dem Keller genommen, 
1,5 mg aufwiesen.’) 

Aus der Tab. V sind die Ergebnisse von 6 Versuchen an 
, Warmfréschen“ ersichtlich, die zur selben Jahreszeit und 
ebenfalls an Temporarien ausgefiihrt wurden. In diesen Ver- 
suchen wurden genau in der friiher beschriebenen Weise die 





1) Die Versuche 23b und 27b wurden von Frl. Dr. Carstensen 
und Frl. Dr. Schumacher gelegentlich einer anderen Untersuchungs- 
reihe ausgefiihrt. 
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Muskeln der einen Seite ungereizt zur Ammoniakbestimmung 
verwandt, an den Muskeln der anderen wurden vorher 100 maxi- 
male Kinzelzuckungen in 100 Sekunden bei 25 g Belastung 
hervorgerufen, Man sieht aus der Reihe 6, daB auch hier im 
allgemeinen der Ammoniakgehalt der ungereizten Muskeln mit 
zunehmender Dauer des Aufenthaltes bei héherer Temperatur 
zunimmt, und ein Vergleich der Stabe 6 und 7 ergibt, daf 
100 Reize iiberall zu einer betrichtlichen, wenngleich von Ver- 
such zu Versuch sehr verschiedenen Erhéhung des Ammoniak- 
gehaltes fiithren. Die stirkste Vermehrung des Ammoniaks 
nach Reizung wurde in Versuch 28 an Temporarien gefunden, 
wo sie mehr als 5 mg betrug. Der gleiche Versuch zeigt 
iibrigens einen Ammoniak-B-Wert von etwas iiber 30 mg, den 
héchsten iiberhaupt von uns beobachteten Expositionswert. 


Neben den Ammoniakbestimmungen haben wir am gleichen 
Material in einer Reihe von Fallen auch Milchsaurebestim- 
mungen vorgenommen, wobei ein Teil des durch Zerreiben in 
fliissiger Luft gewonnenen Muskelpulvers in Salzsiure versenkt 
und die weitere Durchfiihrung der Bestimmung in der von 
Hirsch-Kauffmann beschriebenen Modifikation des v, Firth- 
Charnassschen Verfahrens durchgefiihrt wurde. Wir be- 
dienten uns hierbei mit bestem Erfolge des von Friedemann, 
Cotonio und Shaffer angegebenen Zusatzes von Mangano- 
sulfat. Die Ergebnisse dieser Milchséurebestimmungen gehen 
aus den Reihen 9 und 10 hervor. Die in der gleichen Rubrik 
untereinander stehenden Zahlen sind die fast immer gut iiber- 
einstimmenden Resultate von Doppelbestimmungen. Man sieht, 
da8B in den vier vorgenommenen Versuchen die Milchsaure- 
bildung bei gleichartiger Reizung der Muskeln eine verschiedene 
ist. Sie war weitaus am héchsten in Versuch 33, dem einzigen 
nur an Esculenten vorgenommenen Versuch.') In Stab 11 ist 
das molare Verhiltnis des bei der Reizung gebildeten Am- 
moniaks zu der bei der Reizung gebildeten Milchsiiure be- 





') Die Versuche 28—31 wurden an Temporarien ausgefiihrt, wihrend 
im Versuch 32 versehentlich beide Froscharten durcheinander benutzt 
wurden, 
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rechnet. Huierbei wurden der Berechnung der Milchsiiure die 
Durchschnittswerte der Doppelbestimmungen zugrunde gelegt. 
Man sieht, daB das Verhiltnis Ammoniak—Milchsiiure ein sehr 
verschiedenartiges ist, am geringsten in Versuch 33, in dem 
die Milchsiurebildung am gréBten, die Ammoniakbildung aber 
am kleinsten war. In diesen Versuchen wurden auf 1 Mol Am- 
moniak ungefiihr 8 Mole Milchsiure frei, wihrend in Versuch 30 
aut 1 Mol Milchsiure mehr als 1 Mol Ammoniak gebildet 
wurde. Wir konnten in diesem Versuche ebenso wie in bereits 
friiher angestellten ein konstantes Verhiltnis zwischen Milch- 
siure und Ammoniakbildung bei der Tiitigkeit also nicht fest- 
stellen, im Gegensatz zu Ergebnissen von Parnas und Mozo- 
lowski') die angeben, da8 die Ammoniakbildung im isometrisch 
arbeitenden Muskel der Spannungsleistung proportional ist und 
deswegen ein konstantes Verhiltnis Ammoniak—Milchsiure, das 
sie ungefihr auf 1:10 berechnen, vorhanden sein muB.°) 

Die Tatsache, daB die bei der Reizung isolierter Frosch- 
muskeln unter sehr ihnlichen Bedingungen gebildete Ammoniak- 
menge in hohem Mae von dem Zustande der Muskeln ab- 
hangig ist, geht aus den bisher besprochenen Versuchen klar 
hervor. Wir sahen, wie hohe Werte sie namentlich an Escu- 
lentengastrocnemien wiihrend des Monats Mai erreichen kann, 
und daB sie in einer deutlichen Beziehung zur Ermiidung steht, 
derart, daB in den Muskeln von ermiideten Tieren weitaus mehr 
Ammoniak bei 100 gleichartigen Reizen gebildet wird als in den 
Muskeln unermiideter Tiere. Wir deuteten dieses Verhalten 
so, daB der Vorgang der Beseitigung des Ammoniaks durch 
Aminierung mit zunehmender Ermiidung immer unvollkommener 
verliuft, in ganz aihnlicher Weise, wie das bei der Phosphor- 
siureabspaltungaus der Hexosemonophosphorsiiure Lactacidogen, 
und auch fiir jene aus dem Phosphokreatin der Fall ist. Die 





1) Biochem. Zs. Bd. 184, S. 439 (1927). 

2) In unver6ffentlichten Untersuchungen von Margarete Lehnartz 
wurde nach bis zu 100 Einzelzuckungen bei einer bestimmten Versuchs- 
anordnung zwar erhebliche Milchsiurebildung, aber iiberhaupt keine 
Vermehrung des Ammoniaks gefunden. Hier war also das Verhiltnis 
Ammoniak-Milchsiiure unendlich klein. 

Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie, CLXXIX. 13 


hele 
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lingere Zeit erwarmten Tiere, die zu den oben besprochenen 
Versuchen dienten, waren zum Teil recht lebhaft, doch nicht 
annihernd ebenso wie frische Frésche im Monat Mai. Es ge- 
lang daher auch nicht, sie zu iihnlich starkem und anhaltendem 
Springen zu bringen, wie es bei den Maifréschen der Fall war, 
und wenn die erwiirmten Frésche ganz ahnlich wie die Mai- 
frésche, nach starkem Springen einen hohen Ammoniakgehalt 
zeigten, der durch 100 Reize unter bestimmten Bedingungen 
weiterhin erheblich gesteigert wurde, so diirfte dies auf eine 
Schadigung der Muskeln zuriickzufiihren sein, die in ihrem 
Wesen der bei den Maifréschen deutlich zutage getretenen 
Ermiidung nicht unihnlich ist. Gerade der Verlust des Re- 
aminierungsvermégens kénnte, wie wir oben bereits ausfihrten, 
eine wesentliche Teilerscheinung des Ermiidungsvorgangs oder 
ermiidungsartiger Schidigungen des Muskels sein. 

Wir suchten eine weitere experimentelle Bestitigung dieser 
Anschauung durch Untersuchungen an _ phosphorvergifteten 
Fréschen zu gewinnen, um so mehr, als gerade bei der Phosphor- 
vergiftung friiher von E. Adler und 8. Isaac’) am _hiesigen 
Institut angestellte Versuche eine wesentliche Verminderung 
der ,,Lactacidogen“phosphorsiure ergeben hatten. 

Aus der Tab. 6 ergibt sich, dab 2—3tigige Vergiftung 
mit Phosphormengen, deren Betrag im einzelnen aus den Be- 
merkungen hervorgeht, in der Tat mit starkem Anstieg des 
Ammoniakgehalts der Ruhemuskeln verbunden ist (Stab 6), 
und da8 Reizung der isolierten Muskeln eine weitere betracht- 
liche Vermehrung des Ammoniaks bewirkt. Die Versuche 
wurden im November und Dezember, also zu einer Zeit aus- 
gefiihrt, wo die normalen [Trésche niedrige Ammoniakwerte 
hatten, und die phosphorvergifteten Tiere wurden zur mdg- 
lichsten Fernhaltung von duBeren Reizen im _ verdunkelten 
Keller aufbewahrt. In Versuch 34 und namentlich in Ver- 
such 85 kommt der nach der Reizung erhaltene Wert recht 
dicht an den Ammoniak-B-Wert heran (vgl. Stab 7 und 8). 
Am stiirksten, mehr als 6 mg, ist der Anstieg des Ammoniaks 


1) Diese Zs. Bd. 113, S. 271 (1921). 
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nach der Reizung in Versuch 36, in welchem ein auffailend 
hoher B-Wert beobachtet wurde. 

Auch hier wurden neben den Ammoniakbestimmungen 
Milchsiurebestimmungen durchgefiihrt. Das molare Verhiltnis 
Ammoniak—Milchséiure war hier in den verschiedenen Ver- 
suchen iihnlicher, als in denen an Warmfréschen, trotzdem die 
absolute Bildung der beiden Substanzen in Versuch 36 weit 
héher waren als in den vorangehenden. 

Die Deutung des hohen Ammoniakgehalts in den Ruhe- 
muskeln und die starke weitere Ammoniakbildung nach der 
Reizung als Ausdruck einer Muskelschidigung erscheint um so 
niherliegend, weil die phosphorvergifteten Frische auffillig 
adynamisch waren. Sie fiihrten nur eigentiimlich langsame 
und kraftlose Bewegungen aus. Auch die Arbeitsfaihigkeit der 
isolierten Muskeln war, iibereinstimmend mit den Angaben von 
Adler und Isaac, bei unseren phosphorvergifteten Tieren sehr 
gering. Sie zuckten schon von vornherein sehr schlecht und 
ermiideten im Gegensatz zu normalen Muskeln wiihrend der 
kurzen Serie von 100 Zuckungen stark, so daB sie am Ende 
des Versuchs fiir den gleichbleibenden Reiz fast unerregbar 
geworden waren. 

Zusammenfassung. 

1. Lebhafte Maiesculenten zeigen einen weit hdheren Ge- 
halt an ammoniakbildender Substanz, als er wihrend des 
Winters und an ruhigen Sommertieren beobachtet wurde. 

2. Nach langerem Springen von derartigen Fréschen ist 
auch der von vornherein in den Muskeln bestimmte Ammoniak- 
gehalt sehr hoch. Er wird durch 100 unter gleichen Be- 
dingungen vorgenommene Induktionsreize weiterhin iiberaus 
stark gesteigert. Diese Steigerung bei der Arbeit ist bei 
Ksculenten unter ihnlichen Bedingungen weitaus gréBer als 
bei Temporarien. Es wird versucht, hiermit die seit langem 
bekannte leichtere Ermiidbarkeit der Esculentenmuskeln in 
Zusammenhang zu bringen. 

Beim nachtrighchen Ausruhen sinkt der beim Springen 
erreichte hohe Ammoniakgehalt wieder ab. Dunkelaufenthalt 
lebhafter Maifrésche fiihrt rasch zu ganz niederen Werten. 
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3. Mit Nachlassen der Lebhaftigkeit gegen Ende Mai und 
im Juni sank die Menge der ammoniakbildenden Substanz, 
des Ammoniaks der Ruhemuskeln und des bei 100 Reizen 
gebildeten Ammoniaks mehr und mehr ab. 

4. Dem Verhalten von Maifréschen ahnlich war dasjenige 
von Herbsttemporarien, die mehrere Tage bei Temperaturen 
von 26—27° gehalten worden waren. Hierbei stieg ihre Leb- 
haftigkeit und die Raschheit ihrer Bewegungen an, wenngleich 
sie rubiger als Maiesculenten waren. Auch diese kiinstlich 
erwarmten Frésche zeigten zum Teil eine betraichtliche Ver- 
mehrung der ammoniakbildenden Substanz und regelmatig 
Steigerung des Ammoniakgehalts der ungereizten Gastrocnemien 
und der Ammoniakvermehrung bei der Reizung. 

5. Auch phosphorvergiftete Tiere, die zwar nicht im ge- 
wobnlichen Sinne ermiidet, aber in ihrer Beweglichkeit auf 
das stiirkste beeintrichtigt waren, wiesen Erhéhung des Am- 
moniakgehalts der ungereizten Muskeln und bei sehr mange!- 
hafter Arbeitsfihigkeit starken Ammoniakanstieg durch die 
Reizung anf. 

6. Das Verhaltnis der bei der Reizung isolierter Gastro- 
cnemien gebildeten Milchs&ure- und Ammoniakmengen ist nicht 
konstant, vielmehr den starksten Schwankungen unterworfen. 
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4. Mitteilung: Spaltung und Wiederaufbau der ammo- 
niakbildenden Substanz bei der Muskeltitigkeit. 
Von 
G. Embden, M. Carstensen und H. Sehumacher. 


‘Ausgefiihrt mit Unterstiitzung der Notgemeinschaft der Deutschen 
Wissenschaft.) 


(Aus dem Institut fir vegetative Physiologie der Universitat Frankfurt.) 


(Der Redaktion zugegangen am 10. August 1928.) 


In vorangehenden Arbeiten konnte gezeigt werden, da’ 
ermiidende Tiitigkeit isolierter Froschmuskeln mit einer starken 
Vermehrung des Muskelammoniaks verbunden ist, und daf 
auch kurz dauernde Reizung mit einer bestimmbaren Ammo- 
niakabspaltung einhergeht. 

Wie sehr diese Ammoniakabspaltung auch bei mdglichst 
gleichartigen Reizhedingungen von dem jeweiligen physiologi- 
schen Zustande der verwandten Frésche abhingig ist, geht 
aus der unmittelbar voranstehenden Arbeit hervor, in der auch 
gezeigt werden konnte, daB die starke Ammoniakvermehrung, 
die in den Gastrocnemien von lebhaften Sommerfréschen bei 
ermiidendem Springen auftritt, nach einer ausreichenden Ruhe- 
periode wieder niedrigen Werten Platz macht. ; 

Hierin diirfen wir wohl den Beweis dafiir erblicken, daB 
im lebenden Gesamtorganismus des Frosches die Riickbildung 
der bei der Kontraktion gespaltenen Ammoniakmuttersubstanz 


leicht erfolgen kann. 
Der experimentelle Nachweis daf auch noch im iso- 


lierten Froschmuskel die Ammoniakabspaltung bei der Kon- 
traktion reversibel ist, erschien uns von vornherein als eine 
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wichtige Auigabe, denn unsere Anschauungen tiber den Che- 
mismus der Muskelkontraktion, iiber die wikrend der Muskel- 
titigkeit sich abspielenden dissimilatorischen und assimilatori- 
schen Prozesse sind ganz vorwiegend gerade auf Unter- 
suchungen am isolierten Muskel gegriindet. 

Fiir die bei der Kontraktion aus Lactacidogen!) frei ge- 
wordene Orthophosphorsiure ist es bekannt, daB sie schon 
wihrend der Erschlaffung, ja unter geeigneten Versuchsbedin- 
gungen sogar schon wihrend des Fortbestehens eines Tetanus 
wieder verschwinden kann. Mit zunehmender Ermiidung kommt 
es aber zu einer Anhaiufung von anorganischer Phosphorsiure, 
weil die assimilatorischen, zum Wiederaufbau des Lactacidogens 
fiibrenden Vorgiinge immer weniger den dissimilatorischen die 
Wage halten. 

Ganz iihnlich legen die Verhiltnisse beim Phospho- 
kreatin.”) Die Menge der allein aus Lactacidogen (und viel- 
leicht aus Pyrophosphorsiure) bei der Kontraktion gebildeten 
Orthophosphorsiure li&t sich gerade wegen der raschen Rever- 
sibilitat des Vorgangs wohl sicher experimentell nicht voll er- 
fassen. Sie ist aber jedenfalls um ein hohes Vielfaches gréfer 
als die gleichzeitig gebildete Milchsiuremenge. Gerade die 
Vollkommenheit der Reversibilitiit wiirde — wenigstens in 
kurzdauernden, nicht zur Ermiidung fiihrenden Versuchen — 
die Phosphorsiiurebildung aus Lactacidogen dem Nachweis 
vollig entziehen, wenn es nicht méglich wire, die chemischen 
Prozesse schon wihrend der Kontraktion zu unterbrechen. 

LaBt man einen Muskel etwa 50—100 Zuckungen aus- 
fiihren, so braucht nach AbschluB der Zuckungsperiode tiber- 
haupt noch keinerlei Ammoniakabspaltung nachweisbar zu sein, 
ebensowenig wie sich unter den gleichen Umstanden Phosphor- 
siureabspaltung aus Lactacidogen feststellen la8t. Ware der 
Vorgang der Ammoniakabspaltung im isolierten Muskel voll- 





‘} Auch hier sprechen wir einfach von Lactacidogenspaltung, 
trotzdem es sehr méglich ist, dal die frither beschriebene Abspaltung 
von Orthophosphorsiiure bei der Muskelkontraktion zum Teil auf Kosten 


von Pyrophosphorsiure erfolgt. 
*) Niihere Angaben dariiber vgl. in der voranstehenden Arbeit. 
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kommen irreversibel, so kénnte ihm hiernach fiir das Zu- 
standekommen der Muskelkontraktion iiberhaupt nur eine 
sekundire Bedeutung zukommen, wihrend umgekehrt der 
Nachweis der raschen Reversibilitit der Ammoniakbildung 
sehr zugunsten der Anschauung sprechen wiirde, daB die Am- 
moniakbildung ein essentieller Teil des chemischen Gesamt- 
geschehens bei der Muskelkontraktion ist. 

Bereits in einer voranstehenden Arbeit!) wurden fiini an 
Fréschen des gleichen Hanges wiihrend des Monats Januar 
vorgenommene Versuche beschricben, aus denen hervorging, 
daB ein auf der Hohe einer kurz dauernden tetanischen Kon- 
traktion in fliissige Luft getauchter Muskel mehr Ammoniak 
enthalten kann, als der ganz gleichartig gereizte Muskel der 
anderen Seite, der erst 10—60 Sekunden nach der Erschlafiung 
zum Erfrieren gebracht wurde. Doch konnte damals dieses 
Krgebnis wihrend der spaiteren Wintermonate und unter Ver- 
wendung von Fréschen anderer Fiange nicht wieder erhalten 
werden. 

Aufgabe der vorliegenden Untersuchung ist es, den end- 
siiltigen Nachweis der Reversibilitat der Ammoniakabspaltung 
bei der Tatigkeit isolierter Froschmuskeln zu fiihren und dar- 
iiber hinaus zu versuchen, die Ursachen der Schwierigkeiten 
aufzukliren, die sich diesem Nachweis unter gewissen Versuchs- 
bedingungen entgegenstellten. 


Methodisches. 


Zu unseren Untersuchungen, die sich tber ann&hernd ein Jahr er- 
streckten, wurden teils Esculenten, teils Temporarien verwandt, zu jedein 
Kinzelversuch aber nur Frésche der gleichen Art und des gleichen 
Fanges. Alle Versuche wurden an isolierten Gastrocnemien ausgefiihrt. 
Angesichts der Geringfiigigkeit der zu bestimmenden Ammoniakmengen 
war fiir jeden Versuch eine grébere Anzahl von Fréschen, je nach dem 
Gewicht der Muskeln 83—14 ‘Tiere, erforderlich. 

Nur solehe Froschsendungen sind brauchbar, deren beiderseitige 
Gastrocnemien in ungereiztem Zustand den gleichen Ammoniakgehalt haben, 
was, wie wir zeigen werden, durchaus nicht regelmaBig der Fall ist. 

Das Hinterschenkelpriparat wurde durch Durehtrennung der 


1) Diese Zs. Bd. 179, S. 158 (1928). 
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Wirbelsiure unmittelbar iiber dem Becken gewonnen, und die Gastro- 
enemien rasch priipariert. 

In den ,,Kontrollversuchen* wurden die siimtlichen Gastro- 
cnemien der einen Seite und die siimtlichen der anderen getrennt in 
fliissige Luft versenkt. Jeder Muskel wurde an der mit ihm in Verbin- 
dung bleibenden Achillessehne mit der Pinzette gefabt und vollkommen 
in fliissige Luft eingetaucht. Die Achillessehne liBt sich leicht durch 
nachtrigliches Abbrechen entfernen. Ofters wurden auch bei diesen 
Kontrollversuchen die Muskeln, ebenso wie in den eigentlichen Reiz- 
versuchen, an den Elektroden aufgehingt. Die untere Elektrode, die 
aus einem unten S-férmig umgebogenen und zugespitzten starken Kupfer- 
draht bestand, wurde in einem Schlitz der Achillessehne befestigt; die 
obere bestand in fast allen Versuchen aus einem Platindraht von 0.7 mm 
Durchmesser und wurde mdglichst schonend und dicht am proximalen 
Ende des Muskels in diesen eingehakt. Die untere Elektrode war voll- 
kommen fixiert, die obere mit einem Muskelhebel verbunden, die Be- 
lastung der Muskeln betrug in allen Versuchen entweder 25 oder 50 g. 

Die Reizversuche wurden stets unmittelbar nach der Aufhingung 
der Muskeln vorgenommen, die mit zunehmender Ubung immer kiirzere 
Zeit (Bruchteile einer Minute) beanspruchte. In den Versuchen mit 
tetanischer Reizung wurden starke Induktionsreize verwandt. Der Pri- 
miarstrom war aus dem Gleichstromnetz yon 110 Volt Spannung ab- 
gezweigt, so dali 0,5 Amp. die Primiirspule passierten. Die Sekundiir- 
spule des zur tetanischen Reizung benutzten Induktionsapparates hatte 
stets den Rollenabstand O. Fiir die Zuckungsversuche, bei denen sehr 
viel schwichere Reize zur Anwendung kamen, sollen die notwendigen 
Einzelangaben spiiter gemacht werden. 

Die Reizung wurde bei den Tetanusversuchen durch SchlieBung 
des Sekundirstroms bewirkt. Bei den Zuckungsversuchen war ein Me- 
tronomunterbrecher in den Primiarkreis eingeschaltet, und immer wurden 
unter Abblendung des SchlieBungsinduktionsstroms nur Offnungsschlige 
benutzt. 

Die Dauer des Tetanus war von Versuch zu Versuch verschieden. 
Sie lag zwischen Bruchteilen einer Sekunde in jenen Fallen, in denen 
der Sekundirkreis so rasch wie moéglich wieder geéffnet wurde, und 
wurde in anderen Fillen bis auf mehrere Minuten gesteigert. Wurden 
beide Muskeln gereizt, so waren sie stets in denselben Stromkreis hinter- 
einander geschaltet. Der eine Muskel wurde dann meist fast gleich- 
zeitig mit der Offnung des Stromes in die fliissige Luft versenkt, wobei 
die gleiche Person, die mit der einen Hand den Strom schloB und 
Offnete, mit der anderen Hand den Dewarbecher, der unter dem Muskel 
gehalten wurde, anhob. Das Eintauchen des anderen Muskels erfolgte 
eine Minute spiiter, wo nicht ausdriicklich anderes vermerkt ist. Inner- 
halb der einzelnen Versuche wurden die beiden Elektroden abwechseind 
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fiir den sofort nach dem Aufhéren der Reizung und den 1 Minute 
spiiter verarbeiteten Muskel verwandt. 

Die in der eben geschilderten Weise vorgenommenen Versuche 
sind im folgenden stets kurz als ,.Reversionsversuche“ bezeichnet, 
als , Abspaltungsversuche“ solehe, in denen der eine Muskel nach 
Aufhingung an den Elektroden ohne elektrische Reizung in fliissige 
Luft versenkt wurde. Hierbei geschah dasselbe gleichzeitig durch eine 
andere Person auch mit dem gereizten Muskel nach verschieden langer 
Tetanisierung. 

Nach der Entfernung der Elektroden und dem Abbrechen der 
Achillessehnen wurde die gesammelte gleichartig vorbehandelte Musku- 
latur in der friher von Embden und Lawaczeck') geschilderten Weise 
in fliissiger Luft zerstoBen. Zur Vermeidung von Verlusten ist es wichtig, 
beste Verbandgaze zu verwenden. Vor der an das grobe ZerstoBen sich 
anschlieBenden feinen Zerkleinerung wird die Gaze, die bei dem groben 
ZerstoBen leicht rissig wird, am besten etwas verschoben. 

Das Muskelpulver wurde so vollstandig wie moéglich in mit 15 cem 
Salzsiure vorgewogene, mit Schliffdeckel verschlossene Erlenmeyerkélb- 
chen versenkt und durch schwenkende Bewegungen sofort mit der 
Fliissigkeit durchtrinkt. In allen spiiteren Versuchen war die Konzen- 
tration der Salzsiiure 1°/,, in den weit weniger zahlreichen friiheren 4°/,. 

Sobald sich das GefiB geniigend erwiirmt hatte, wurde die Muskel- 
menge bis auf Zentigramme genau ermittelt. In allen spiteren Ver- 
suchen setzten wir die Destillation der alkalisierten Fliissigkeit langstens 
30 Minuten nach dem Einbringen der Muskulatur in Gang. 

Erforderten die Versuchsanordnung oder andere Umstiinde liingeres 
Aufbewahren der Muskulatur nach AbschluB des physiologischen Ver- 
suchs, so geschah dies spiiterhin stets in fliissiger Luft. In der salzsauren 
Fliissigkeit kann es niimlich wihrend liingerer Aufbewahrung schon bei 
Zimmertemperatur innerhalb relativ kurzer Zeit zu einer merklichen Ab- 
spaltung von Ammoniak kommen. Die hierdurch bedingte Fehlerquelle 
ist bei Verwendung von 4°/,iger Salzsiiure weit gréBer als bei Be 
nutzung von 1°/,iger. In der letzteren erfolgt, wenigstens beim Auf- 
bewabren der Gefaibe in schmelzendem Eise, wihrend vieler Stunden 
keine in Betracht kommende Ammoniakabspaltung. Als Quelle dieses 
Ammoniaks kommen wohl Eiweibkorper, jedenfalls nicht die im lebenden 
Muskel Ammoniak bildende Substanz in Frage. Doch haben wir, wie 
gesagt, in allen spiiteren Versuchen 1°/,ige Salzsiiure verwandt und die 
Destillation stets nach schon einer halben Stunde ausgefiihrt. 

Die Glischen waren bei der zweiten Wigung merkiich kihler als 
der Wiigeraum, wodurch die relativ grobe Wiigung aber nicht beein- 
trichtigt wurde. 


1) Biochem. Zs. Bd. 127, 8. 181 (1922). 
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Zur Gestimmung des Ammoniaks spiilten wir die Fliissigkeit samt 
der Muskulatur mit mdglichst wenig Wasser in Rundkolben von 500 cem 
iiber. Die Alkalisierung der Fliissigkeit erfolgte in der Hauptzahl der 
Versuche, namentiich in allen spiteren, durch gebrannte Magnesia. 
Viele kaiufliche Priiparate erwiesen sich hierfiir allerdings wegen ihres 
Gehalts an Ammoniakspuren als unbrauchbar. Zwischendurch wurde 
auch das von Parnas und Heller angegebene') Boratgemisch ver- 
wandt. Das Volumen der gesamten Fliissigkeit wurde méglichst niedrig 
gehalten (40—50 ccm). Nach voller Ausbildung der Methodik setzten 
wir die Magnesia nicht in trockner Form hinzu, weil hierbei die Gefahr 
des Uberstiubens von Magnesiaspuren zu Beginn der Destillation be- 
steht, sondern in einer wiBrigen Suspension, welche in den verwendeten 
15cem 2g Magnesia usta enthielt. 

Von der Vollstandigkeit der Destillation iiberzeugten wir uns viel- 
fach durch Nachdestillation. Hierbei erwies es sich unter den in allen 
spaiteren Versuchen eingehaltenen Bedingungen als notwendig, die De- 
stillation 35 Minuten andauern zu lassen. Das Ammoniak wurde in 
n/300-Schwefelsiure aufgefangen, von der fiir die Versuche der vorlie- 
genden Arbeit 5 cem als Vorlage geniigten. 

Die Titration erfolgte in den friiheren Versuchen ebenso wie in 
der bereits erwiihnten Arbeit von Embden, Riebeling und Selter 
aut jodometrischem Wege, in weitaus der Mebrzahl der iiberhaupt aus- 
gefiihrten Versuche aber durch Titration mit n/300-Kalilauge. Wir be- 
nutzten als Indicator hierbei ein Methylrot-Methylenblaugemisch nach 
Tashiro’), das in folgender Weise hergestellt wurde: 

Lésung 1 war eine in kaltem Athylalkohol von 50 Vol.-°/, ge- 
siittigte Methylrotlésung. Das Methylrot war aus heiBem Alkohol der 
gleichen Konzentration mebrfach umkrystallisiert worden. 

Lisung 2 enthielt in 100 ccm ebenfalls 50°,igem Athylalkohol 
0,025 g Methylenblau (Kahlbaum, extrapatent.). 

Zur Herstellung des Indicatorgemisches wurden 3 Teile der Me- 
thylrotlésung mit 1 Teil der Methylenblaulésung versetzt; 0,5 eem dieses 
(semisches werden der vorgelegten Schwefelsiiure zugefiigt, die dadurch 
rotviolett gefirbt wird. Schon Tashiro hat darauf aufmerksam ge- 
macht, dab die notwendige Menge Methylenblau fiir jedes Methylenblau- 
priparat besonders ausprobiert werden mub. Als Umschlagspunkt sahen 
wir den Ubergang yon fahlgriin in leuchtendes Griin an. Wir titrierten 
also auf einen Punkt, der im Alkalischen gelegen ist. Die Titration ist 
nur scharf, wenn das verwendete Wasser und die Titrationsfliissigkeiten 
vollkommen kohlensiiurefrei sind. Das aus Leitungswasser hergestellte 
destillierte Wasser wurde von seinem urspriinglich sehr starken Kohlen- 


'!) Biochem, Zs. Bd. 152, 8S. 1 (1924). 
*) Americ, Jl. of Physiol. Bd. 60, 8. 519 (1920). 
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siiuregehalt durch mehrstiindiges Evakuieren des 20 Liter fassenden 
Aufbewahrungsgefiibes an der Wasserstrahlpumpe vollstiindig befreit ; 
die kleinen hierbei durchperlenden Luftmengen waren durch Schwefel- 
siurevorlagen vor der Vernnreinigung mit Ammoniakspuren und dureh 
Waschung mit verdiinnter Natronlauge vor Zutritt von Kohlensiure ge- 
schiitzt. Derartig vorbehandeltes Wasser schlug mit dem Indicator- 
gemisch nach Tashiro zwar ganz scharf um, reagierte aber deutlich 
alkalisch. Durch Zusatz von etwa 20—30 ecm n/300-Schwefelsiiure auf 
20 Liter Wasser wurde es gegen unseren Indicator neutralisiert. Auch 
bei der Herstellung und Aufbewahrung der Titrationsfliissigkeiten wurde 
strengstens auf die Beseitigung, bzw. Fernhaltung von Kohlensiiure ge- 
achtet. 

Bei den kleinen zu bestimmenden Ammoniakmengen, meistens etwa 
20—60 Mikrogramm, macht sich die Alkaliabgabe dureh den Destillations- 
apparat in stérender Weise bemerkbar. Wir stellten in Ubereinstimmung 
mit kiirzlich von R6sch und te Kamp’) aus dem hiesigen Institut verdffent- 
lichten Ergebnissen fest, daB diese Alkaliabgabe bei der Titration der fiir 
unsere Bestimmuagen in Frage kommenden Grébenordnung praktisch aus- 
schlicBlich durch die Gummistopfen bedingt ist und daher durch Ver- 
wendung von Glasschliffapparaten aus Jenenser Geriiteglas vollstindig 
vermieden werden kann. Die von uns benutzten Glassechliffapparate 
unterscheiden sich von den bereits in der Arbeit von Roésch und 
te Kamp angegebenen nur durch ihre sehr viel erheblichere Gréfe. 
Die Destillationskolben faSten zur Vermeidung des Uberschiumen: 
500 ecm, die anniihernd kugelig erweiterten Vorlagen 75 ccm. Die ein- 
ander entsprechenden Glasschliffe der verschiedenen Apparste waren 
Normalschliffe. 

Vor Beginn der Ammoniakbestimmung wurden die Apparate unter 
Zusatz der in den eigentlichen Destillationsversuchen verwandten Mengen 
Salzsiiure, Wasser, Magnesia und unter Vorlage von 5 cem n/300-Schwefel- 
siiure ausdestilliert. Der erste an einem Tage vorgenommene Leer- 
versuch ergab auch bei Verwendung der Glasschliffapparate manchmal 
einen Titerverlust der vorgelegten Schwefelsiure. Bei Wiederholung 
der Destillation war der ermittelte Wert aber stets gleich dem urspriing- 
lichen Titer der Schwefelsiiure, oder die beobachteten Abweichungen 
lagen jedenfalls innerhalb 1—2 Tropfen = 0,03—0,06 cem. 

Weit erheblicher und nvr annihernd konstant war der Alkali- 
verbrauch in Leerversuchen an Gummistopfenapparaten, wie sie in 
unseren friiheren Versuchen noch zur Anwendung gelangten. Wir 
méchten daher zur Bestimmung von Ammoniakmengen der in Frage 
kommenden GréBenordnung und vor allem zur Nachpriifung der unten 
geschilderten Versuche dringend die Verwendung von Glasschliffen emp- 





1) Diese Zs. Bd. 175, 8. 158 (1928). 
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fehlen. Die Dichtung der Schliffe erfolgt hierbei am besten mit reinster 
gelber (nicht weiBer) Vaseline. Zugesetzte Mengen von 20—50 Mikro- 
grammen Ammoniak konnten so mit einem Fehler von -2°/, bestimmt 
werden. 

Bei der Destillation, die unter Anwendung von Wasserstrahl- 
pumpen bei einem Druck von etwa 11mm Hg erfolgte, hielten wir die 
Temperatur des Heizwassers auf 31°. Wiihrend des Siedens leiteten wir 
einen langsamen Luftstrom, der mit verdiinnter Schwefelsiure gewaschen 
war, durch die Capillare. Zwischen die Vorlage und die Wasserstrahl- 
pumpe war eine Saugflasche von 400—600 ccm Inhalt geschaltet, die 
gegen die Wasserstrahlpumpe mit einem Glashahn abgesperrt werden 
konnte. Bei der Unterbrechung des Versuches wurde zuniichst dieser 
Hahn geschlossen, dann das System von der Capillare aus langsam 
mit Luft gefiillt und nunmehr die Vorlage unter sorgfailtigem Abspiilen 
des Destillationsrohres mit wenig kohlensiurefreiem Wasser entfernt. 
Die in dem ausgezogenem unterem Ende des Capillarrohres angesam- 
melte Fliissigkeit wurde mittels Ausblasen durch den ganzen Apparat 
hindurch entfernt und dieses Ausblasen nach dem jedesmaligen Abspiilen 
des Destillationsrohres wiederholt. 

Die Titration der etwa 40—45 ccm betragenden Fliissigkeit nahmen 
wir unmittelbar danach vor. 


Versuchsergebnisse. 


Wir begannen unsere Arbeit im Juni 1927 und in der 
Tab. I ist das Ergebnis siimtlicher von uns wahrend der Mo- 
nate Juni und Juli dieses Jahres ausgefiihrten Versuche nieder- 
gelegt. Aus der Vertikalreihe 3 sind die Resultate von fiinf 
Kontrollversuchen ersichtlich, die an den beiderseitigen Muskeln 
ohne vorherige Reizung vorgenommen wurden. Die Abweichung 
des Ammoniakgehalts der beiderseitigen Muskeln liegt dreimal 
zwischen 1 und 4°/,, zweimal sind die Verschiedenheiten er- 
heblicher (Versuche 5 und 10). Ein weiterer Kontrollversuch 
(Versuch 6, Vertikalreihe 5) wurde in der Art angestellt, dai 
beide Muskeln im gleichen Stromkreis so kurz wie méglich 
tetanisch gereizt wurden. Sie erschlafften sofort nach Unter- 
brechung der Reizung, wurden 1 Minute spiter gleichzeitig in 
fliissige Luit versenkt und lieferten genau iibereinstimmende 
Ammoniakwerte. 

12mal wurden beide Muskeln im gleichen Stromkreise 
unter den oben geschilderten Bedingungen bei einer Belastung 
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von 25g so kurz wie méglich tetanisiert. Stets trat hierbei 
unmittelbar nach dem Aufhéren der Reizung vollkommene Er- 
schlaffung ein. Die Muskeln der einen Seite wurden sofort 
nach der Erschlaffung in fliissige Luft versenkt (Vertikal- 
reihe 4), die der anderen 1 Minute spiter (Vertikalreihe 5). 

Man sieht, daB der Ammoniakgehalt der Muskeln in den ver- 
schiedenen Versuchen ein sehr verschiedenartiger war, und in 
den erholten Muskeln war er zehnmal erheblich geringer als 
in den sofort nach der Erschlaffung verarbeiteten. Der Ammo- 
niakmindergehalt der erholten Muskeln war in diesen zehn 
positiv ausgefallenen Versuchen ein betrichtlicher, und die 
gefundene Abnahme bei der Erholung liegt iiberall auBerhalb 
der Fehlergrenze der in den zur selben Zeit am _ gleichen 
Froschmaterial vorgenommenen Kontrollversuche. Dem gegen- 
iiber ist in Versuch 9 eine weit auBerhalb, in Versuch 14 
eine innerhalb der Fehlerbreite gelegene Vermehrung des 
Ammoniaks aufgetreten. 

Wir besprechen nunmehr zunichst jene Versuche, die im 
Jahre 1928 vom 4.—13. Juni ausgefiihrt wurden. Die Tab. I 
enthilt siimtliche innerhalb dieses Zeitraumes gewonnenen 
Ergebnisse. Anders wie im Vorjahbre kamen aus iuBeren 
Griinden fiir diese neue Versuchsreihe Temporarien zur Ver- 
wendung. Die simtlichen Versuche wurden zu friiher Morgen- 
stunde vorgenommen (zwischen 6 und 8° Uhr), weil, wie gleich 
hier erwihnt sei, sich herausgestellt hatte, daB gerade an Tempo- 
rarien die nach lebhafter Bewegung auftretende Vermehrung 
des Ammoniakgehalts beiderseits ungleich sein kann (s. u.). 

In 7 Kontrollversuchen, in denen wiederum die ungereizten 
Muskeln der beiden Seiten miteinander verglichen wurden, 
wurde 5 mal eine fast vollkommene Ubereinstimmung gefunden. 
Die Abweichungen lagen zwischen 0 und 2°/,. Aber auch die 
am wenigsten gut iibereinstimmenden Kontrollversuche dieser 
Reihe (Versuche 22 und 25, Stab 3 und 8) zeigen nur Diffe- 
renzen zwischen 6 und 7°/,.. Zum Teil ist die bessere Uber- 
einstimmung wohl auf die wihrend des zwischen den beiden 
Versuchsreihen gelegenen langen Zeitraums vorgenommenen 
Verbesserungen in der Ammoniakbestimmungsmethode zuriick- 
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zufiihren, Wesentlicher aber ist jedenfalls, dab die Versuche 
am friihen Morgen angestellt wurden, zu einer Zeit, wo die 
Frésche noch nicht den hohen Grad von Lebhaftigkeit zeigten 
wie zu den spiateren ‘l'agesstunden. 

Den 7 Kontrollversuchen stehen 13 Reversionsversuche 
gegentiber, die sich in ihrer Anordnung von denen des Vor- 
jahres nur in wenigen Einzelheiten unterschieden. Die Be- 
lastung der Muskeln betrug iiberall 50 g, und in den zehn 
ersten Versuchen war die. Dauer der tetanischen Reizung er- 
heblich gréBer als in denen des Vorjahres. Sie betrug aus 
weiter unten erérterten Griinden 3 Sekunden. Die Erschlaffung 
erfolgte bei der lingeren Reizdauer wesentlich langsamer als 
in den Versuchen des Vorjahres. In den Versuchen 35, 36 
und 38 wurde aber ganz entsprechend der Versuchsanordnung 
der Tab. I nur so kurz wie méglich tetanisiert, und die Er- 
schlafiung trat sofort nach dem Aufhéren der Reizung ein. 
Auch in Versuch 32 erfolgte sie iibrigens rascher als in den 
vorhergehenden Versuchen, in denen der Schreibhebel z. T. 
1 Minute nach Aufhéren des Reizes noch nicht vollkommen 
zur Horizontalen zuriickgekehrt war. 

Im iibrigen zeigen simtliche Versuche eine Ver- 
minderung des Ammoniaks bei der Muskelerholung. 
Nur in einem Falle, Versuch 30, ist der Betrag dieser Ver- 
minderung so gering (8°/,), da ihm die gréBte in den Kontroll- 
versuchen beobachtete Abweichung (Versuch 25) nahezu gleich- 
kommt. In allen andern Versuchen liegt die Verminderung 
weit auBerhalb der Fehlergrenze der entsprechenden Kontroll- 
bestimmungen. 

Es kann auf Grund der in 2 Jahren zu etwa der 
gleichen Jahreszeit erhaltenen Ergebnisse demnach 
kein Zweifel dariiber bestehen, daB bei richtiger Wahl 
der Versuchsbedingungen das Wiederverschwinden 
des bei der Kontraktion abgespaltenen Ammoniaks 
auch am isolierten Muskel fast regelmiiBig in die Er- 
scheinung tritt, und die von verschiedenen Seiten’) 





1) J. Parnas u. Wl. Mozolowski, Biochem. Zs. Bd. 184, 8. 435, 
FuBnote (1927); J. Parnas, Vortrag bei der Tagung der Deutschen 
14* 
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bestrittene Reversibilitit der Ammoniakbildung im 
isolierten Muskel darf hiermit wohl als endgiiltig be- 
wiesen angesehen werden. . 

In der Zeit zwischen den Versuchen der Tab. I und II 
lernten wir die mannigfachen, fast ausschlieBlich durch das 
verschiedene biologische Verhalten der Frésche zu verschiedenen 
Jahreszeiten bedingten Schwierigkeiten derartiger Versuche 
kennen und allmahlich iiberwinden. 

Kine dieser Schwierigkeiten besteht darin, daB es Frosch- 
sendungen und physiologische Zustande der Frésche gibt, bei 
denen der Ammoniakgehalt in den beiderseitigen Gastrocnemien : 
nicht gleich ist, womit eine notwendige Voraussetzung fiir die 
Anstellung von Reversionsversuchen fehlt. Wir sahen dieses 
Verhalten besonders im Herbst und friihen Winter, doch zeigen 
auch zur gleichen Jahreszeit Frésche, die von verschiedenen 
Fangorten stammen, in ihren linken und rechten Gastrocnemien 
bald stark voneinander abweichende, bald gut tibereinstimmende 
W erte.?) 

Wir geben als Beispiel fiir derartige Unterschiede zwischen 
verschiedenen Froschsendungen in Tab. II] einige Versuche 
wieder, die annahernd zur gleichen Zeit — November 1927 — 
angestellt wurden. Zu den Versuchen 39—44 benutzten wir 
Esculenten eines bestimmten Fanges, zu den Versuchen 45 bis 
51 Temporarien, die alle der gleichen Sendung entstammten. 
Man sieht, daB die Esculenten, welche iibrigens lebhafter 
waren als die besonders ruhigen Temporarien, Ammoniakwerte 
in den einander entsprechenden Gastrocnemien zeigten, die, auf 
100 g Muskulatur bezogen, fast simtlich um mehr als 0,3 mg, 
auf den kleineren gefundenen Wert berechnet um 6—15°/, 
voneinander abweichen, wiihrend in siimtlichen an der Tem- 
porariensendung vorgenommenen Kontrollbestimmungen, die 
vollzihlig in die Tabelle aufgenommen sind, die Ubereinstimmung 
der beiderseitigen Ammoniakwerte eine fast vollkommene ist. 





Physiol. Ges. 1927; Ber. itiber die ges. Physiol. Bd. 42, S. 559 (1928); 
D. Nachmannsohn, Biochem. Zs. Bd. 196, 8S. 93 (1928). 

1) Ein iihnliches Verhalten wurde neuerlich auch fiir das Phosphor- 
kreatin in der bereits erwihnten Arbeit von H. Gorodissky gefunden. 
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. Tabelle III. 
: Kontrollversuche. 
i . JR Oe BO ee Se 
' , mg Ammoniak in | Differenz des Ammoniak- 
Versuchs-Nr. 100 g Muskulatur gehalts in den beiden 
Datum ungereizt Gastrocnemien 
3 Froschart u. Zahl in Milli: in °/, des | Bemerkungen 
Rice dum onuitiie ein grammen kleineren 
of mv auf 100g — gefundenen 
ss iaiiiet siartataa Muskulatur Wertes 
oo 13, 11. 27 ‘ 
3 groBe Escul. 3,05 2,88 0,17 6 a Bete: Danke 
5 Tage | : aufenthalt 
40 18, 11. 27 | “i 
3 groBe Eseul. | 2,05 2,37 0,32 15 Sian, Tene 
5 Tage | aufenthalt 
$100 21. 11. 27 | | 
} 9. role. 
8 groBe Escul. 2,85 3,16 0,31 11 “ war crake 
§ Tage ' aufenthalt 
2 21. 11. 27 
3 groBe Escul. 3,93 4,4] 0,48 12 desgl. 
8 Tage 
45 21. 11. 27 
3 groBe Escul. 3,37 3,81 0,34 10 desgl. 
8 Tage 
= eM 7" morgens sehr 
3 groBe Escul. 184 ; 1,84 0 0 hi eT ie ; : 
8 Tage | ruhige Tiere 
45 | 
6 mittelgr. T. IV] 2,49 | 2,59 0,10 4 desgl. 
11 Tage 
46 23. 11. 27 
6 mittelgr. T. 1V 335 8=| 38,45 0,10 3 desgl. 
12 Tage | 
47 23. 11. 27 | 
6 mittelgr. T. IV} = 3,25 3,31 0,06 2 desgl. 
12 Tage 
4824. 11. 27 Besonders ruhige 
6 mittelgr. T. 1V 0,82 0,79 0,03 4 ry | ‘oY 
13 Tave : Yiere 
ov Lage 
49 24. 11. 27 Beide Gastrocne- 
, 6 mittelgr. T.1V 1,95 1,98 0,03 1,5 mien werden y. 
14 'l'age der Fixierung 
1'/, Stdn. in 
| feucht. Kammer 
| aufgehingt 

















202 G. Embden, M. Carstensen und H. Schumacher, 





Tabelle III (Fortsetzung). 











; mg Ammoniak in | Differenz des Ammoniak- 
Versuchs- Nr. 100 g¢ Muskulatur gehalts in den beiden 
Datum ungereizt Gastrocnemien 
Froschart u. Zahl | in Milli- in °/, des Bemerkungen 
Dauer der rechts | links igen wleineren 
Gefangenschaft auf 100g | gefundenen 
3 Muskulatur Wertes 
50 9-25. 11. 27 haces 
6 mittelgr. T. IV] 2,43 2,32 0,11 4 hi 8 Tic 
15 Tage ruhige Tiere 
ol 25. 11. 27 
6 mittelgr. T. IV] 2,43 2,38 0,05 2 Siehe Vers. 49 
15 Tage 

















Oft sieht man iibrigens in derartigen Kontrollversuchen 
noch weitaus gré8ere prozentische Unterschiede im Ammoniak- 
gehalt als in den fiinf ersten Versuchen der Tab. III, wihrend 
wir andererseits hiufig Froschsendungen untersuchten, bei 
denen immer wieder die Kontrollen ausgezeichnet stimmten. 
Manchmal gelingt es, die Ursachen fiir ein abweichendes Ver- 
halten der beiderseitigen Gastrocnemien aufzufinden. So er- 
wihnten wir bereits oben, daB mit dem Anstieg des Ammoniak- 
gehaltes im Laufe des Tages, der namentlich an lebhaften 
Sommerfréschen sehr betriichtlich sein kann, der auf die 
Muskulatur berechnete Unterschied im Ammoniakgehalt und 
auch die prozentische Differenz in den beiderseitigen Ammoniak- 
werten ansteigen kann.') Dies scheint namentlich fiir Tem- 
porarien zu gelten, bei denen gesteigerte Lebhaftigkeit nicht 
nur in vermehrtem Springen, das beide Seiten annihernd gleich- 
miiBig in Anspruch nimmt, sondern auch in oft asymmetrischen 
Kriechbewegungen und dergl. sich iiuBert. Bei Sommerescu- 
lenten ist dagegen bekanntlich Springen waihrend des Aufent- 
haltes auf dem Lande die weitaus vorherrschende Bewegungsform. 

DaB schwerere Schidigungen der Frésche, wie sie durch 
lingeren Aufenthalt bei hohen Temperaturen oder auch Phos- 


1) Vgl. auch die voranstehende Arbeit, Diese Zs. Bd. 179, S. 167 
(1928). 
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phorvergiftung eintreten, zu starkem Anstieg des Ammoniak- 
echaltes fiihren, wurde bereits in einer vorangehenden Arbeit 
gezeigt. Auch bei derartigen Schidigungen kénnen wohl 
stirkere Differenzen im Ammoniakgehalt beider Seiten sich 
ausbilden. Die stirksten Unterschiede fanden wir jedenfalls 
bei einer Froschsendung, die im Spiatherbste vor ihrer Ab- 
lieferung ins Institut etwa 1 Tag unter sehr ungiinstigen Be- 
dingungen aufbewabrt worden war. Auch lingeres Leben in 
der Gelangenschaft unter Bedingungen, die zur Schidigung 
der Tiere fiihren, kann eine Vermehrung des Ammoniakgehaltes 
verursachen, wovon wir uns an einer Froschsendung iiber- 
zeugen konnten, in deren Aufbewabrungsbecken versehentlich 
das Wasssr lange Zeit nicht gewechselt und stark ver- 
schmutzt war. 

Die Versuche sind in Tab. IV wiedergegeben. Die ersten 
Kontrollversuche an dieser Sendung wurden Ende November 
1927 angestellt, einen Tag nach ihrem Fang. In den nichsten 
Tagen erfolgte, wohl unter der EKinwirkung der Autbewahrung 
bei héherer Temperatur und vielleicht auch stirkerer Be- 
leuchtung ein erheblicher Anstieg des Ammoniakgehaltes. Im 
Februar zeigten die gleichen Frésche nach laingerem Aufenthalt 
in verschmutztem Wasser die in Versuch 55 angegebenen 
hohen Werte. Dabei verhielten sich die Tiere anniihernd be- 
wegungslos. Das Becken wurde gesiubert und fiir dauernden 
ZutfluB von frischem Wasser gesorgt und bereits am _ iiber- 
nichsten Tage wurden weit niedrigere Ammoniakwerte ge- 
funden (Versuch 56 und 57). Freilich waren diese Werte 
immer noch wesentlich héher als an frisch gefangenen Fréschen 
zur gleichen Jahreszeit (Versuch 58 und 59). 

Schon friiher wurde gezeigt, daB die durch eine be- 
stimmte Anzahl médglichst gleichartiger Reize abgespaltene 
Ammoniakmenge mit zunehmender Ermiidung sehr erheblich 
anwachsen kann. Besonders deutlich trat das bei jenen Ver- 
suchen in die Erscheinung, in denen Maifrésche durch an- 
haltendes Springen vor ihrer Tétung stark ermiidet worden 
waren.) 


1) Embdenu. Wassermeyer, Diese Zs. Bd. 179, 8.169 u. 173 (1928). 
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Tabelle V. 
1 2 3 | 4 5 6 7 8 
mg Ammo- gp mena _ 
. ok: mmoniaks 
Versuchs- Nr. niak in 100 g _ & | auf der Hohe 
Datum Muskulatur 2 ct | des Tetanus 
| Versuchs- ——' 2 
Frocchart und Zehl | 4g | oy 1 213 3 |% Ae § _| Bemerkungen 
Dauer der oi] 213 wera s 
Gefangenschaft Sp & -| = Peo s&s 
= = © a | = aS 
= S A = = =| 
60 6. 1. 28 Kontroll-| 0,89  — — — — | Differenz 0°/, 
10 mittelgr. T. X1V | versuch | 0,89 
a 3 Tage 
61 10. 1. 28 desgl. | 0,50 — ~- — — a 2a 
8 mittelgr. T. XIV 0,56 
i 6 Tage 
62 10. 1. 28 desgl. 0,60 — — — — s . a 
10 mittelgr. T. XIV 0,56 
6 Tage 
63 11. 1. 38 desgl. | 0,61 — — — — ” 2. 
10 mittelgr. T. XIV 0,62 
r 7 Tage 
=> 164 12. 1. 28 desgl. | 068 — | — a ae tht 
10 mittelgr. T. XIV 0,61 
8 ‘Tage. 
~~ 165 20. 1. 28 desgl. | 0,41 — _ _ _ ——— 
10 mittelgr. T. XIV 0,41 
> 16 Tage 
| 66 6. 1. 28 Ab- | 0,49 0,54 | ganz] 0,05 10 7 
10 mittelgr. T. XiV |spaltungs- kurz 
3 Tage versuch 
> 167 17. 1. 28 desgl. | 0,54 0,51 3 |-003 6 — 
- 10 mittelgr. T. XIV 
13 Tage 
4S 7. 1, 28 desgl. { 0,73 0,89 |8—20] 0,16 22 | Bis zum Beginn 
10 mittelgr. T. XIV der Ermiidung 
= 4 Tage gereizt 
169 9. 1. 28 desgl. | 0,33 0,44 8 0,11 34 | 2 Muskeln er- 
‘J } 10 mittelgr. T, XIV schlaffen schon 
ct 6 Tage nach 8”, die 
a4 anderen sind 
¥ bei Eintauchen 
” in fliissige Luft 
noch stark con- 
! trahiert. 
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Tabelle V (Fortsetzung). 
1 2 3 | 4 B 6 7 " 
mg Ammo- yee on 
es teae mmoniaks 
srsuchs-Nr niak in 100 ¢ = 
Versuchs-Nr. |  € | auf der Hohe 
Datum Vv h Muskulatur 3S | des Tetanus 
ersuchs- +. Oe Te Et a 
Froschart und Zahl sai » |£ 2/2 sit Bie e. Bemerkungen 
art » iS aeissais siss 
Dauer der 3 |B sg] 82) S welons 
ee |  & “| Moe S| ots 
Gefangenschaft Se m= fos |>-& 2 
a | a or 
5 |: 5 S owls ea 
70 13 1. 28 Ab- 0,79 | 0,95 | 3x8 | 0,16 20 Jeder Muske! 
ae ° a é 3 9 Je « < ; ) 4 & Be 
8 mittelgr. T. XIV |spaltungs- wird 3 X 8” mi 
9 Tage versuch ein. Zwischen 
pause von 5 
gereizt 
71 19. 1. 28 desgl. 0,27 | 0,48 180 0,21 77 Die Muskeln er. 
8 mittelgr. T. XIV miiden nach: 
15 Tage bis 307, uni 
werden daun 
noch weiter ge. 
reizt bis 180 














Umgekehrt lift sich zeigen, 











da8 ruhige Winterfrésche, 


die kurze Zeit nach ihrem Fange und oft auch nach lingerer 
Getangenschaft ganz niedrige Ammoniakwerte haben, unter 
der Einwirkung von Reizen, die im Sommer zu_ starker 
Ammoniakabspaltung fiihren, kaum Ammoniakvermehrung er- 
kennen lassen. In der Tab. V sind zunichst 6 Kontrollyersuche 
wiedergegeben, die wihrend des Januar 1928 an Fréschen ein 
und derselben Sendung ausgefiihrt wurden. Man sieht, dai 
die gefundenen Werte simtlich unter 1 mg pro 100 ¢ Mus- 
kulatur liegen, in der Mehrzahl der Versuche in der Nihe 
von 0,5 mg. 

Weder ganz kurze (weniger als 1 Sek.) tetanische Reizung 
noch eine 3 Sekunden andauernde (Versuch 66 und 67) fihrten 
zu einer erkennbaren Ammoniakabspaltung. Erst nach linger 
fortgesetzter Tetanisierung (vgl. beziiglich der Versuchsanord- 


nung die Stibe 5 und &) trat diese deutiich in die Erschei- 
nung. Es ist also an frischen Winterfréschen mit niedrigem 


Ammoniakgehalt zur Erzielung von Ammoniakabspaltung not- 
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wendig, weit stirker zu reizen als es in den Sommerversuchen 
der Tab. I und Il geschah. Kine derartige, lingere Zeit 
anhaltende Reizung kann aber leicht zu einer so erheblichen 
Schidigung des Muskels (vielleicht auch zur Entfernung des 
Ammoniaks von der Stitte seiner Bildung und seines Wieder- 
aufbaus) fiihren, daB die Reversion des Vorganges wihrend 
der nachfolgenden Erholungszeit von 1 Minute nicht eintritt. 

Wir verzichten darauf, die zahlreichen negativ aus- 
gefallenen Reversionsversuche wihrend des Winters, in denen 
wir Ammoniakabspaltung durch lang andauernde Reizung er- 
zwingen muBten, im einzelnen zu schildern, sondern geben in 
der Tab. VI nur noch eine Versuchsreihe wieder, die vom 
7.—26. Mai 1928 vorgenommen wurde, und die deutlich den 
Ubergang von der triigeren zur rascheren Abspaltung und 
gleichzeitig damit vom negativen zum positiven Ausfall der 
Reversionsversuche zeigt. 

Die simtlichen wihrend dieser Zeit vorgenommenen Koniroi!- 
versuche ergaben ausreichende Ubereinstimmung, die héchste 
in Versuch 88 beobachtete Differenz betrug 9,3°/,. Zwei mit 
ganz kurzer T'etanisierung vorgenommene Abspaltungsversuche 
(Versuch 74 und 76) zeigten keine Vermehrung des Ammo- 
niaks im gereizten Muskel, und dementsprechend verlief auch 
ein mit ganz kurzer Reizung vorgenommener Reversions- 
versuch negativ (Versuch 77, Mindergehalt im ausgeruhten 
Muskel 4 °/,). 

Aus Versuch 78 geht hervor, da& zu dieser Zeit auch 
eine 5 Sekunden andauernde Reizung zu keiner auferhalb der 
Fehlergrenze lhegenden Ammoniakabspaltung fiihrte, waihrend 
die letztere nach 75—120 Sekunden langem Tetanus (Ver- 
such 79) und auch schon nach 30 Sekunden langer Tetani- 
sierung (Versuch 80) deutlich eintrat. 

Dementsprechend wurden nunmehr 2 Reversionsversuche 
nach 30 Sekunden langer Reizung ausgefiihrt. Versuch 81 
verlief véllig negativ, und auch der in Versuch 82 gefundene 
Ammoniakmindergehalt im ausgeruhten Muskel liegt noch 
innerhalb der Fehlergrenze der gleichzeitig vorgenommenen 
Kontrollversuche. Anders verliefen die an der Froschsendung 
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K. III Ende Mai vorgenommenen Versuche 84, 86 und 87, in 
denen 20 Sekunden tetanisiert wurde. Zweimal war hier der 
Ammoniakgehalt im spiter verarbeiteten Muskel stark ver- 
mindert, wihrend das dritte Mal {Versuch 87) eine Verminde- 
rung nicht erkennbar war. Auch der am 23. Mai nach nur 
2 Sekunden langer Reizung vorgenommene Versuch zeigte kein 
eindeutig positives Hrgebnis. 2 Tage spiter versuchten wir 
erneut, durch eine Reizung von nur 3 Sekunden eine Ammoniak- 
abspaltung zu erzielen. Der Versuch (89) verlief positiv (Ver- 
mehrung des Ammoniakgehaltes um 19,3°/,), und dement- 
sprechend zeigten auch 2 Reversionsversuche (Versuche 90 
und 91) nach ebenfalls 8 Sekunden langer Tetanisierung starke 
Verminderung des Ammoniaks. 

Nunmehr war die fiir das Gelingen der Reversionsversuche 
giinstige Jahreszeit erreicht, wie aus dem ausnahmslos positiven 
Ausiall der bereits besprochenen Versuche von Tab. II hervor- 
geht, die sich zeitlich an die der Tab. [V fast unmittelbar an- 
schlieBen. 

In den drei letzten Reversionsversuchen der Tab. II, die 
wie alle zu dieser Zeit vorgenommenen stark positiv ausfielen, 
wurde nur ganz kurze tetanische Reizung (weniger als 1 Sek.), 
angewandt. Hier volizog sich also die Ammoniakabspaltung 
sehr rasch. Bald nach AbschluB der Versuchsreihe, die der 
Tab. Il zugrunde liegt, trat ein Wetterumschlag ein, bei dem 
die bis dahin hohe AuBentemperatur stark absank. Gleich- 
zeitig mit dem Wetterumschlag zeigten die Friésche — es 
handelte sich freilich um Esculenten, wihrend zu den Ver- 
suchen der Tab. I] nur Temporarien benutzt worden waren — 
ein auffillig ruhiges Verhalten. Unsere Vermutung, daB mit 
dieser Anderung im biologischen Verhalten der Tiere eine 
Verminderung der Abspaltbarkeit von Ammoniak bei der 
tetanischen Reizung einhergehen wiirde, konnte als richtig er- 
wiesen werden, wie aus den Versuchen der Tab. VII hervor- 
geht, deren Kontrollversuche ausreichende Ubereinstimmung 
zeigen. In dem ersten Abspaltungsversuch (Versuch 93) wurde 
3 Sekunden gereizt, wobei Abspaltung eintrat. Dagegen konnte 
durch ganz kurze Tetanisierung in Versuch 94 keine aufer- 
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halb der Fehlergrenze der Bestimmung gelegene Ammoniak- 
vermehrung erzielt werden. 

Bei der offenkundigen Abhingigkeit des biologischen Ver- 
haltens von der AuBentemperatur, eine Abhingigkeit, die be- 
sonders gerade wihrend des Sommers in die Erscheinung tritt, 
untersuchten wir nunmebr, ob durch kurzdauernde Krwirmung 
der Frésche auf sommerliche Temperaturen die Ammoniak- 
abspaltung bei der Tetanisierung beschleunigt werden kann. 
Wir brachten zu diesem Zwecke einen Teil der Frésche, die 
alle ein und demselben Fange entstammten, fiir kurze Zeit, 
4—10 Stunden, in einen groBen Brutschrank, dessen Tem- 
peratur 26—27° betrug, und nahmen an diesen Tieren im 
Vergleich mit den unmittelbar aus dem Froschbecken ent- 
nommenen Abspaltungsversuche mit ganz kurzer Tetanisierung 
vor. In Stab 2 ist jeweils unter der Bezeichnung der Ver- 
suchsart durch das Wort ,,kalt“ oder ,,warm angegeben, ob 
es sich um unmittelbar aus dem Froschbecken entnommene 
Frésche oder um vorher erwarmte Tiere handelte. Kin Blick 
auf die Tabelle ergibt, dab die Versuche ganz einheitlich in 
dem Sinne ausfielen, daB an den Warmfréschen durch ganz 
kurze Tetanisierung deutliche Ammoniakabspaltung  erzielt 
wurde (Versuch 96, 101 und 104), wihrend sie an den Kalt- 
frdschen unter den gleichen Bedingungen (Versuch 94, 99 und 
102) ausblieb. DaB die beiderseitige Ubereinstimmung un- 
gereizter Muskeln sowohl bei den Kaltfréschen wie. bei den 
Warmfréschen eine ausreichende war, geht aus den sieber 
gleichzeitig angestellten Kontrollversuchen, deren Ergebnis 
ebenfalls aus der Tab. VII ersichtlich ist, hervor. Hierbei 
trat iibrigens, entsprechend friiheren Erfahrungen, der héhere 
Ammoniakgehalt der Gastrocnemien der Warmfrésche deutlich 
in Erscheinung.’) 

Aus den bisher besprochenen Versuchen geht hervor, daf 
auch in isolierten Froschmuskeln die durch Tetanisierung er- 
zeugte Ammoniakabspaltung unter geeigneten Bedingungen 
rasch wieder riickgingig gemacht wird. Doch fiihrten Rever- 


') Embdenu, Wassermeyer, Diese 4s. Bd. 179, 8.177 u. 179 (1928). 
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sionsversuche der geschilderten Art nicht zu allen Jahres- 
zeiten zum Erfolg, so daB die Frage auftauchen muBte, ob 
die Reversibilitat der Ammoniakabspaltung immer vorhanden 
ist oder nur im Sommer wihrend der Periode der weitaus 
eréBeren Beweglichkeit der Tiere. 

Wir haben oben bereits erértert, wodurch im Winter 
unserer Meinung nach die Schwierigkeit des Nachweises der 
teversibilitit der Ammoniakabspaltung bedingt ist. Wir 
nehmen hierbei an, da&’ Ammoniakabspaltung bei der Kon- 
traktion und nachtraglicher Wiederaufbau der Ammoniak- 
muttersubstanz ein wesentlicher Teilvorgang der bei der Muskel- 
arbeit sich abspielenden chemischen Prozesse ist. Im Winter 
laBt sich am isolierten Muskel die Reversion gerade deswegen 
mittels der bisher beschriebenen Versuchsanordnung schwer 
erweisen, weil der Ammoniakwechsel zu dieser Zeit stark nach 
der assimilatorischen Seite verschoben ist. Diese Erscheinung 
kommt in der Verringerung des Ammoniakgehaltes der Ruhe- 
muskeln von frisch gefangenen Winterfréschen zum Ausdruck, 
ebenso wie in der schwieriger erfolgenden Dauerabspaltung 
von Ammoniak bei tetanischer Reizung. 

Dab die Ammoniakbildung bei der Muskeltitigkeit auch 
im Winter regelmibig eintritt, geht iibrigens auch aus den 
beiden voranstehenden Arbeiten hervor. 

Aber auch die Reversibilitat der Ammoniak- 
ubspaltung laBt sich unter geeigneten Versuchsbedin- 
gsungen zu jeder Jahreszeit erweisen: Wir gingen bei 
den nunmehr zu schildernden Versuchen yon der Tatsache aus 
(Tab. 1 und Il), daB die im Sommer bei kurzer tetanischer 


Reizung erfolgende Ammoniakabspaltung — wenigstens zum 
Teil — erst nach der Erschlaffung wieder riickgangig gemacht 


wird. Wiirden, was von vornherein wahrscheinlich ist, die 
Verhaltnisse der Ammoniakabspaltung und seines Wieder- 
verschwindens fiir die Zuckung ihnlich hegen wie fir den 
Tetanus, so wiirde das wahrend einer Reihe von Zuckungen 
im Kontraktionsmoment abgespaltene Ammoniak wihrend der 
Pausen zwischen den Zuckungen wieder zum Verschwinden 
gebracht werden, und eine Ammoniakabspaltung, die eine 
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Reihe aufeinander folgender Zuckungen iiberdauert, wiirde 
dann zur Beobachtung gelangen, wenn mit fortschreitende. 
Ermiidung des Muskels der Vorgang der Reaminierung immer 
unvollkommener abliuft, oder wenn, auch ohne daB Ermiidung 
eintritt, die Pausen zwischen den Zuckungen so weit verkiirzt 
werden, da sie zum vollstindigen Wiederaufbau der ammo- 
niakbildenden Substanz nicht ausreichen. 

Trafen diese Uberlegungen zu, so war zu erwarten, daf 
bei méglichst gleichartiger Reizung mit einer bestimmten An- 
zahl von Einzelinduktionsschligen die GréBe der Ammoniak- 
abspaltung von der Geschwindigkeit der Reizung abhingig ist, 
in dem Sinne, daB mit einer Beschleunigung der Reizfolge 
eine Verstarkung der Ammoniakabspaltung eintritt. Dies ist 
nun, wie wir in zahlreichen Versuchen zu verschiedenen Jahres- 
zeiten feststellen konnten, in der Tat der Fall, d. h. man kann 
immer eine Versuchsanordnung finden, bei der unter sonst 
ganz gleichartigen Bedingungen der in rascherem ‘Tempo 
zuckende Muskel eine erhebliche Ammoniakabspaltung zeigt, 
der langsamer gereizte dagegen nicht. 

Der Verlauf dieser Versuche, die wir kurz als ,,’empo- 
versuche“ bezeichnen wollen, ist aus Tab. VIII im einzelnen 
ersichtlich. Die Kontrollversuche 106—108 ergeben fiir die 
beiderseitigen Gastrocnemien der Froschsendung ‘I’. VII einen 
von Versuch zu Versuch verschiedenen, aber beiderseits gleichen 
Ammoniakgehalt. In dem Abspaltungsversuch 109 wurde der 
eine Muskel mit 210 Offnungsinduktionsschligen innerhalb von 
100 Sek. gereizt. Die Reizstirke war hier wie in allen fol- 
genden Versuchen so gewihlt, dab zu Beginn die ausschlieBlich 
verwandten Offnungsschliige gerade sicher maximale Zuckungen 
hervorriefen. Ks trat starke Ammoniakabspaltung, Vermehrung 
um 61°, ein. In Versuch 110 wurde innerhalb 100 Sek. 
100 mal gereizt, wobei nur ganz geringfiigige Ammoniakmengen 
gebildet wurden. 100 Reize in 50 Sek. bewirkten aber einen 
Ammoniakanstieg um 0,5 mg pro 100 g Muskel (Versuch 111), 
und um 69°/, des Ruhewertes. Versuch 112 ist eine Wieder- 
holung von Versuch 110, und wiederum erfolgt bei Anwendung 
des langsamen Reiztempos nur eine geringfiigige Ammoniak- 
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Vabelle VILI. 
GnCRINNNNNES eben WEE Ne ee ss ae —— = 
I Z 3 4});od4 6 d 5 9 
oe Jee eee 9 eee 
img Am- Zunahme des 
imoniak in Ammoniaks 
Versuchs-Nr. 100g Mus-| = |# q@ |] nach Einzel- 
—n kulatur | & S 3 | zuckungen 
| Versuchs- | oe 
Froschart u. Zahl art oimtal 2is%iu aloe Bemerkungen 
- S| Se| 4/30/38, 8/322 
Dauer } 2/821 sis). M2ir ae 
1 ‘ ond eo pe ~ — tol ss > 
der Gefangenschaft 2 ASIN IN-= 1 OS Flicks 
fF ies = el ee CO 
= 2 BS eli8a"* 
| ~ i an s 
106 8. 2. 28 Kontroll- | 1,00, — | — -- — | Differenz 1°), 
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2 Tage | | 
107 1.2. 23 desgl. 0,75) {— | — — -— 4 9), 
8 grobe T. VII 0,72! : 
1 Tag 
105 13, 2. 28 _ desgl. 40,53) ;-— | — — - 2 
10 groBe T. VII 0,52 | | 
5 Tage | 
109 17. 2. 28 Ab- — }0,99| 1,59] 210] 100 0,60! 61 — 
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9 Tage versuch | 
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110 17. 2. 28 desg]l. {0,94| 1,02} 100] 100 0,08 8,5 — 
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9 Tage | 
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r y, | ' 
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Tabelle Vill (Fortsetzung). 
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Tabelle VIII (Fortsetzung). 





























1 2 3 4 5 6 7 8 8) 
mg Am- Zunahme des 
moniak in Ammoniaks 
Versuchs-Nr. 100g Mus-} = | 2 | nach Einzel- 
atur | & | s 
——— ; kulate N | Sc zuckungen 
Versuchs- | to | ws i ee 
Froschart u. Zahl art eliselelshi= sleek Bemerkungen 
NIN Pi M I3n1s pel eee 
Dauer oleae esis ~ WS lo NO 
yer ‘ ‘ rp erys Es ios < N82 No 5 O 
der Gefangenschaft 2 |= ELS eSmls°s 8 
gS | = © = So=— 
= a = = ey = 
= N — an se a 
137. 8. 3. 28 Ab- {0,86 1,62] 200} 100 0,76) 88 —~ 
10 inittelgr. ‘IT’. XI {spaltungs- 
16 ‘Tage versuch 
125 8. 3. 28 desgl. |0,86 1,53) 200} 200 0,67; 78 — 
8 grobe T. XI 
16 Tage 
120 9, 3. 28 desgl. j 0.71 0,91} 160] 100 0,20; 28 — 
S groBe T. XI 
17 Tage 
i30 9. 3. 28 desgl. 10,64 0,581/100} 50 | —0,06}—10 -— 
9 groBbe T. XI | 
17 Tage 
13 21. 3. 28 Kontroll-}0,89 — j| — _ —- — | Differenz 1°, 
10 mittelgr. T. XIT} versuch ]0,85 
6 Tage 
132 21. 8. 28 Ab- [1,09 1,02] 50] 50]-—007  -7 _— 
10 mittelgr. T. XII |spaltungs- 
6 Tage versuch 
135 21. 3. 28 desgl. }0,86 1,04) 50] 25 0,18 20 — 
10 mittelgr. T. XII ‘ 
6 Tage 
134 22. 3, 28 desgl. {1,27 1,49; 50] 25 { 0,22 18 : 
8 groBe T. XII 
7 Tage 
135 22. 3. 28 desgl. {0,98 0,96} 50; 50 0,02 2 — 
8 groBe T. XII 
7 Tage 
1356 25. 6. 28 Kontroll-}1,77; — j|— | - — — | Differenz 4°, 
10 groBe E. VIL | versuch {1,70 
2 Tage 
137 26. 6. 28 Ab- 1,78 1,81 ]100} 200 0,03 29 Die Muskel ermi- 
Me a r . en i ; den wihrend der 
11 groBe E. VIL |spaltungs Tankuneueanae 
3 Tage versuch 
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Tabelle VIL (Fortsetzung), 
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1 2 3 | 4 3D 6 et ee } 
j | 
mg Am- Zunahme des 
moniak in Ammoniaks 
Versuchs-Nr. 100gMus-| = |} = } nach Einzel- 
— : kulatur S| zuckungen 
Versuchs- sp | WH : ; 
Froschart u. Zahl at |loitaleleéle #2, 6 | Bemerkungen 
S 88) 2/42/22 382 
Dauer >|Ss1fis- eT. So 
der Gefangenschaft . sie Se isch 2 
sg | vo a le 
3s |os a «| 8 a= 
~ | oe — wel" 2 
| 
138 26. 6. 28 Ab- 1,93 2,57)100] 50] 0,64 25 | Die Muskel ermi- 
ona tt VT spalt : ; den wahrend der 
11 grobe E. VII {spaltungs Zackeunmemiiiede 
3 Tage versuch 
139 29. 6. 28 Kontroll- 12,58) — | — |] — —-- — | Differenz 5' 
6 groBe T. XVI | versuch | 2,72 
1 Tag 
140 29. 6. 28 Ab- 1,73 1,89]100]7 200 | 0,16 8 Keine 
8 groBe T. XVI |spaltungs- | liche Ermii- 
1 Tag versuch dung 
—e - . - ; ‘ rend der 
141 29, 6. 28 desgl. 1,91 2,71]100f 50] 0,80 30 a 
s groBe T. XVI ges i 
1 Tag 


vermehrung, wihrend Versuch 113 mit raschem T'empo eine 
Bestiitigung des Versuchs 111 liefert. 

Wurde die hohe Reizgeschwindigkeit beibehalten, die Reiz- 
zahl aber von 100 auf 50 vermindert, so trat keine Vermeh- 
rung des Ammoniaks, sondern im Gegenteil eine weit auBer- 
halb der Fehlergrenze der in Frage kommenden Kontrollversuche 
gelegene Verminderung ein (Versuch 114). Wir haben der- 
artigen Mindergehalt gereizter Muskel an Ammoniak einerseits 
nach einer zur Abspaltung nicht ausreichenden Anzahl von 
Zuckungen, andererseits nach einem bis zu rasch eintretender 
Erschlaffung fortgesetzten Tetanus mehrfach beobachtet und 
miissen die Frage offen lassen, ob es sich hierbei tatsiichlich 
um den Ausdruck einer so starken Resynthese handelt, da8 ur- 
spriinglich vorhandenes Ammoniak zum Verschwinden gebracht 
wird, oder ob der Unterschied im Ammoniakgehalt dadurch 
bedingt ist, daB in dem starker erregbaren ungereizten Muskel 
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beim Eintauchen in fiiissige Luft eine gréBere Abspaltung 
von Ammoniak erfolgt als in den weniger erregbaren gereizten. 
Wir machen aber darauf aufmerksam, daB sich die Ab- 
spaltung von Phosphorsiiure aus Lactacidogen (und vielleicht 
aus Pyrophosphorsiure?) ganz iihnlich verhilt. Auch hier ent- 
hilt der im ungereizten Zustand in fliissige Luft eingetauchte 
Muskel mehr Orthophosphorsiure als der nach kurzem Tetanus 
verarbeitete, ein Verhiltnis, das sich bei linger fortgesetzter 
Reizung umkelhirt. 

Die 'T'atsache, dab bei rascherer Reizung unter sonst gleichen 
Bedingungen eine Ammoniakabspaltung erfolet, die bei lang- 
samerer Reizung ausbleibt, konnte mehrfach bestitigt werden. 
Die Versuche 116, sowie 121—123 zeigen, daB die Uberein- 
stimmung der beiderseitigen Ammoniakwerte bei der Frosch- 
sendung T. 11 nicht iiberall eine volistindige war. Die gréBte 
beobachtete Abweichung betrug 13°/,. Wurden die Gastro- 
cnemien dieser frésche mit 100 Reizen gereizt (Versuch 117 
und 118), so erfolgte weder bei dem langsameren, noch. bei 
dem rascheren ‘l’empo eine die beobachtete Abweichung in den 
entsprechenden Kontrollen iiberschreitende Anderung des Am- 
moniakgehaltes. 400 Reize in 400 Sek. bewirkten eine wenig 
auBerhalb der Fehlergrenze gelegene Verminderung des Am- 
moniakgehalts, wiihrend die gleiche Reizzahl in doppelt so 
schnellem Tempo eine sehr starke Ammoniakabspaltung her- 
beifiihrte (82 °/,). 

Die Frésche des gleichen Fanges ergaben einige Tage 
spiter nach beiderseits gleichartiger Reizung annahernd den 
gleichen Ammoniakwert (Kontrollversuch 124). 200 Reize in 
200 Sek. fihrten in dem Versuch 125 am 7. Marz zu keiner 
wesentlichen Ammoniakabspaltung, wiihrend die gleiche 
Reizzahl in 100 Sek. (Versuch 126) die stirkste wihrend 
der ganzen Versuchsreihe iiberhaupt beobachtete Ammoniak- 
bildung (149°/,) zeigte. Das Ergebnis dieses Versuchs konnte 
bei ganz der gleichen Anordnung am niichsten Tag bestitigt 
werden (Versuch 127), wiihrend im Gegensatz zu dem am Vor- 
tage erhaltenen Resultate in Versuch 128 200 Reize auch im 
langsamen Tempo eine starke Ammoniakabspaltung herbei- 
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fihrten. Diese Abweichung ist wohl durch unvermeidliche und 
von vornherein unerkennbare individuelle Unterschiede der 
verwandten Frésche bedingt. Wenigstens hegt kein Grund zu 
der Annahme vor, da wiihrend des Zeitraums von 24 Stunden 
eine Anderung des Milieus der Frésche eingetreten war, die 
das abweichende Verhalten erkliren konnte (vgl. Tab. VII und 
deren Besprechung). 100 Reize in 50Sek. fiihrten mindestens 
keinerlei Vermehrung des Ammoniakgehalts herbei(Versuch 130), 
wihrend auffilligerweise die gleiche Reizzahl in 100 Sek. eine 
zwar nicht sehr betrichtliche, aber doch auBerhalb der Fehler- 
srenze gelegene Ammoniakbildung verursachte (Versuch 129). 

Mehrere Wochen spater, am 21. und 22. Marz, trat an 
den Gastrocnemien von Temporarien einer anderen Sendung 
die Ammoniakabspaltung wesentlich leichter ein. Jetzt fihrten 
50 Zuckungen in 50 Sek. in zwei iibereinstimmenden Versuchen 
(1382 und 135) zwar keinerlei Ammoniakabspaltung herbei, 
wihrend die gleiche Zuckungszahl bei verdoppeltem ‘Tempo 
eine ganz erhebliche Ammoniakabspaltung bewirkte (Ver- 
such 133, 134). 

Wihrend der 17tiigigen Gefangenschaft der Frésche des 
Hanges T. 11 hatte tibrigens die Abspaltbarkeit des Ammo- 
niaks entschieden zugenommen, so daf in den spiiteren Ver- 
suchen erheblich geringere Reizzahlen Ammoniakbildung herbei- 
fiihrten als in den fritheren. Hiermit diirften auch einige Er- 
gebnisse der voranstehenden Arbeit von Embden, Riebeling 
und Selter ihre Erklirung finden. Die genannten Autoren 
erhielten niimlich nach ganz kurzer tetanischer Reizung iso- 
lierter Gastrocnemien oft betrichtliche Ammoniakbildung, 
trotzdem sie ihre Versuche im Winter anstellten. Aus der 
Tab. 1V ihrer Arbeit ergibt sich aber, dab die Versuche 32 
bis 34, in denen ganz kurze Reizung Ammoniakabspaltung 
bewirkte, an Friéschen vorgenommen wurden, die bereits 
14—27 Tage in Gefangenschaft gehalten waren.') Die Tempe- 


') Die Abspaltungs- und Reversionsversuche der vorliegenden Arbeit 
werden fast ausnahmslos an Fréschen vorgenommen, die weitaus kiirzere 
Zeit unter den ungiinstigen Bedingungen der Gefangenschaft gelebt 
hatten. (Siehe die Spalte 1 der Tabellen.) 


| | 
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ratur des Froschraumes lag hierbei weit iiber der im Freien 
herrschenden. 

Die ftinf positiven Reversionsversuche der Tab. V in der 
genannten Arbeit wurden ebenfalls im Winter mit ganz kurzer 
Reizzeit an Fréschen vorgenommen, die nicht weniger als 
einen Monat im Institut aufbewahrt worden waren. Wir 
michten glauben, daB gerade deswegen die Ammoniak- 
abspaltung so rasch erfolgte und entsprechend den oben ge- 
machten Ausfithrungen auch der Wiederaufbau des Ammoniaks 
eintrat. 

Tempoversuche der geschilderten Art gelingen iibrigens 
auch im Sommer ohne weiteres. Gastrocnemien von Wasser- 
fréschen der Sendung E. 7 (zugehériger Kontrollversuch 136) 
zeigten Kinde Juni nach Reizung mit 100 Zuckungen wihrend 
200 Sek. keinerle:. Ammoniakabspaltung, wihrend 100 Zuckun- 
gen in 50 Sek. eine starke Ammoniakvermehrung bewirkten. 
Die Versuche 139—141 ergeben fiir die gleiche Jahreszeit 

nd fir frisch gefangene Temporarien das gleiche Verhalten. 

Bei den Sommerversuchen an Ksculenten trat iibrigens im 
Gregensatz zu saimtlichen Winterversuchen und zu den Sommer- 
versuchen an T’emporarien wiihrend der Reizung deutliche Er- 
miidung ein. 

Wir erblicken in dem Ausfall der eben geschilderten 
‘Tempoversuche den Beweis datiir, da auch im Winter iso- 
lierte Muskeln zur Resynthese des im lKontraktionsmoment 
abgespaltenen Ammoniaks durchaus befiihigt sind, und glauben, 
daB bei Winterfréschen die Schwierigkeit des Nachweises der 
Reversibilitat gerade durch ihre Verstiirkung zu dieser Jahres- 
zeit bedingt ist, wobei es natiirlich nicht ausgeschlossen werden 
kann, daB entsprechend dem weitaus langsameren Zuckungs- 
ablauf im Winter die bei der einzelnen Zuckung gebildete 
Ammoniakmenge wirklich kleiner ist als im Sommer. Durch 
die verstiirkte Reversibilitit im Winter kommt es erst nach 
so langer Tetanisierung zu merklicher Ammoniakabspaltung, 
daB der nachtriigliche Wiederaufbau der ammoniakbildenden 
Substanz in dem durch den Tetanus geschiidigten isolierten 
Muskel nicht mehr erfolgen kann. 


§ 
 @ 
—————EE———————— 
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Zusammenfassung. 

1. Es wird gezeigt, dab auch im isolierten Froschmuskel 
die be: der Kontraktion eintretende Ammoniakabspaltung unter 
geeigneten Versuchsbedingungen regelmibig reversibel ist. 

2. Nicht zu allen Jahreszeiten liBt sich das Wiederver- 
schwinden des bei der Tadtigkeit abgesnaltenen Ammoniaks in 
der gietchen Weise wie an lebhaiten Frihjahrs- und Sommer- 
fréschen nachweisen, an deren Gastrocnemien man das Wieder- 
verschwinden des bei einem kurzen Tetanus abgespaltenen 
Ammoniaks wihrend der ersten der tetanischen Reizung tol- 
genden Minute unmittelbar feststellen kann. 

3. Im Winter ist die Reversibilitit der Ammoniakbildung 
nicht abgeschwiacht, sondern im Gegenteil in solchem MaBe ver- 
stirkt, da® die nachweisbare Abspaltung von Ammoniak durch 
langer andauernde Tetanisierung gleichsam erzwungen werden 
mub. Wahrend der letzteren kommt es aber allem An-.cnein 
nach bereits zu einer derartigen Schidigung der Muskulatur, daB 
die nachtragliche Resynthese nicht mehr eintritt oder wenig- 
stens nicht wihrend der ersten Minute nach der Erschlaffung. 

4. Auch an isolierten Muskeln von Winterfréschen list 
sich aber regelmiiBig nachweisen, daB der Vorgang der Am- 
moniakabspaltung bei der Kontraktion reversibel ist. Es zeigt 
sich niimlich, daB der Kintritt der Ammoniakbildung wih- 
rend einer Zuckungsperiode unter sonst gleichen Bedingungen 
(gleiche Reizzahl, gleiche Reizstirke, gleiche Belastung) in 
hohem MaBe von der Reizfrequenz abhangig ist, derart, daB 
bei hoher Reizfrequenz, also bei Verkiirzung der Reizpausen, 
die Ammoniakbildung aufs deutlichste 1n die Erscheinung tritt, 
waihrend sie bei geringer Reizfrequenz véllig oder nahezu aus- 
bleiben kann. 

Verlegt man die Ammoniakbildung iiberhaupt in den Ver- 
kiirzungsaugenblick, so 1liBt dieses Versuchsergebnis keine 
andere Deutung zu als die, da im rascher gereizten Muskel 
die Ammoniakabspaltung deswegen zur beobachtung gelangt, 
weil die Pausen zwischen den Zuckungen zur vollstandigen 
Reaminierung nicht ausreichen, was bei langsamer Zuckungs- 
folge der Fall ist. 
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5. Die 'l'atsache, daB 100 und mebr maximale Zuckungen 
erfolgen kénnen, oline dai uverhaupt Ammoniakbildung in die 
Erscheinung tritt, wihrend zur gleichen Zeit sicher erhebliche 
Milchsiuremengen entstehen, da& also das Verhiltnis zwischen 
gebildetem Ammoniak und entstandener Milchsiure bei der 
Arbeit unendlich klein sein kann, beweist ebenso wie einige 
Ergebnisse der voranstebenden Arbeit von EKmbden und 
Wassermeyer, daB ein konstantes oder auch nur annihernd 
konstantes Verhaltnis der Bildung dieser beiden Substanzen 
bei der Arbeit nicht besteht. Angesichts der von Versuch zu 
Versuch verschiedenen Reversibilitiit der Ammoniakbildung ist 
eine derartige Proportionalitit auch wohl von vornherein kaum 
als méglich anzusehen. 
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5. Mitteilung: Die Quelle des bei der Kontraktion 
gebildeten Ammoniaks, 


Von 
G. Embden und H. Wassermeyer. 


(Ausgefiihrt mit Unterstiitzung der Notgemeinschaft der Deutschen 
Wissenschaft.) 


(Aus dem Institut fir vegetative Physiologie der Universitat Frankfurt. ) 


(Der Redaktion zugegangen am 10. August 1928.) 


In mehreren Untersuchungen konnte gezeigt werden, daf 
jede Muskeltatigkeit mit der Bildung von Ammoniak verbunden 
ist, und aus der unmittelbar voranstehenden Arbeit geht hervor, 
daB dieses Ammoniak wihrend des Ausruhens des Muskels 
unter geeigneten Bedingungen mehr oder weniger vollstindig 
wieder verschwinden kann. 

Die Ammoniakbildung ist schon des 6fteren, in neuerer 
Zeit namentlich von Gad Andersen, als Begleiterscheinung 
des Absterbens beobachtet worden, und als Quelle oder jeden- 
falls als eine der Quellen hierfiir konnte die von Embden 
und Zimmermann vor kurzem in der Muskulatur nach- 
gewiesene Adenosinphosphorsiiure erkannt werden. 

Die in einer voranstehenden Arbeit festgestellte Tatsache, 
daB Reizung isolierter Muskeln von Maifréschen oder von 
Fréschen, die einige Zeit bei 27° aufbewahrt wurden, eine Ammo- 
niakmenge frei werden lassen kann, die nur wenig geringer als 
die beim Absterben gebildete ist*), liBt keinen Zweifel dariiber, 





1G Embden u. H. Wassermeyer, Diese Zs. Bd. 179, &. 169 
u. 179 (1928). 


| 
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daB der Hauptteil des bei der Arbeit und des beim Absterben 
gebildeten Ammoniaks den gleichen Ursprung haben muB. 

Zur Kntscheidung der Frage, ob als Quelle der Ammoniak- 
bildung in der Muskulatur neben Adenosinphosphorsiiure noch 
andere Substanzen in Betracht kommen oder nicht, wurden 
mehrere Untersuchungen mit verschiedener Methodik in Angriff 
genommen. Uber das Ergebnis einer dieser Versuchsreihen 
soll in der vorliegenden Arbeit berichtet werden. 

Wir gingen bei unseren Untersuchungen von folgenden 
Tatsachen aus: 

1. Die gesamte beim Absterben des Muskels iiberhaupt 
freiwerdende Ammoniakmenge wird praktisch vollkommen ab- 
gespalten, wenn die Muskulatur in Natriumbicarbonatlésung 
von 2"/, wihrend 4 Stunden bei 40° stehen bleibt. 

2. Adenosinphosphorsiure und ihr Desaminierungsprodukt 
Inosinsiure werden aus ihren wiBrigen Lésungen durch Zusatz 
von Kupfersulfat und dann von Kalkmilch quantitativ aus- 
gef allt. 

Da nun, wie aus kiirzlich von G. Schmidt?) verdffent- 
lichten Untersuchungen hervorgeht, bei der Desaminierung der 
Adenosinphosphorsaure im Muskel zunichst Inosinsiure ent- 
steht, so war die Méglichkeit gegeben, die experimentelle Ent- 
scheidung der vorliegenden Frage auf folgende Weise in An- 
griff zu nehmen: Wenn wirklich nur Adenosinphosphorsaure 
als Ammoniakquelle in Frage kommt, und wenn ferner aus 
in bestimmter Weise hergestellten Extrakten der médglichst 
frischen Muskulatur nur Adenosinphosphorsaéure und Inosin- 
siure (und héchstens noch deren Abbauprodukte) durch die 
Kupferkalkmethode ausgefallt werden, so durfte eine gesetz- 
miBige Beziehung zwischen der nach der Exposition gefun- 
denen Ammoniakstickstofimenge und dem Stickstoffgehalt des 
Kupferkalkniederschlags erwartet werden. Bei der Desami- 
nierung der Adenosinphosphorsiure wird niimlich von den 
5 Stickstoflatomen nur eines, dasjenige der Aminogruppe, als 





1) Vortrag bei der Tagung der Deutschen Physiol. Ges. 1927; 
Berichte iiber d. ges. Physiol. Bd. 42, S. 562 (1927); siehe auch die nach- 
stehende Arbeit von Schmidt. 
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Ammoniak abgespalten. Die Kupferkalkfallung in dem Extrakt 
der frischen Muskulatur mu8 die gesamte Adenosinphosphor- 
siure und Inosinsaiure enthalten. Wenn ferner das schon im 
Ruhemuskel gefundene Ammoniak nur durch Desaminierung von 
Adenosinphosphorsiure entstanden ist, wird demnach folgende 
Beziehung bestehen miissen: 

Das 5 fache des bei der Exposition gebildeten Ammoniak- 
stickstoffs (im folgenden Ammoniak-8-Wert genannt) wird 
gleich der Menge des Kupferkalkstickstoffs (im folgenden als 
Kupferkalkwert bezeichnet) vermehrt um die von vornherein, 
d. h. bei der Verarbeitung der frischen Muskulatur, vorhandene 
Ammoniakstickstoffmenge (Ammoniak-d-Wert) sein miissen. 

Das wesentlichste Ergebnis der nachfolgenden Versuche 
ist, daB diese Beziehung tatsichlich mit groBer Anniherung 
zutrifft, daB also folgende Gleichung annahernde Giiltigkeit hat: 
5- Ammoniak-B-Wert = Kupferkalkwert -+- Ammoniak-4-Wert. 


Methodisches. 


Wir verwandten fiir unsere Versuche teils die Hinterschenkel- 
muskulatur von ganz frisch getéteten Fréschen, teils den hellen Musculus 
biceps femoris von Kaninehen. Die Muskeln wurden sofort nach der 
Priiparation in fliissige Luft geworfen, und eine gréBere Muskelmenge, 
etwa 8 g, in friiher beschriebener Weise’) in einer Porzellanschale auf 
das griindlichste zerkleinert, wobei fiir méglichst vollkommene Durch- 
mischung des entstehenden Muskelpulvers Sorge getragen wurde. 

{in Anteil des Muskelpulvers, etwa 2 g, wurde in einem Erlen- 
meyerkolben von 50cem gebracht, der mit 15 ccm Salzsiiure von 4°/, 
beschickt und dann analytisch gewogen war. Durch schwenkende Be- 
wegungen wurde fiir sofortige Berithrung der Salzsdaure mit dem Muskel- 
pulver Sorge getragen, wobei das Schwenken so lange fortgesetzt wurde, 
bis die Muskulatur vollig aufgetaut und mit der Salzsiure durchtrinkt 
war. Nach der Erwirmung auf die Temperatur des Wagezimmers 
wurde die Muskelmenge durch eine zweite Wigung genau ermittelt. 

An dem so gewonnenen Material wurde in friiher geschilderter 
Weise die Ammoniakbestimmung durchgefiihrt, wobei wir in einem Teil 
dieser Versuche das von Parnas und Heller’) angegebene Borat- 


') G. Embden u. H. Lawaezeck, Biochem. Zs. Bd. 127, 8. 181 
(1927). 
*) Biochem. Zs. Bd. 152, S. 1—28 (1924). 


' 
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gemisch, in einem andern Teil frisch ausgegliithte Magnesia usta ver- 
wandten, von deren Ammoniakfreibeit wir uns in tiiglichen Leerbestim- 
mungen tiberzeugten. Die Titration erfolgte noch nach dem _ jodo- 
metrischen Verfahren unter Vorlage von n/200-Schwefelsiiure mit n/300- 
Natriumthiosulfat.*) 

Fiir die Bestimmung des 5-Wertes wurde angesichts der groBen 
bei der Exposition gebildeten Ammoniakmenge eine wesentlich geringere 
Menge des Muskelpulvers, etwa 0,6 g, verwandt. Dieses Muskelpulver 
kam in einen kleinen Erlenmeyerkolben, der mit 10 eem einer Natrium- 
bicarbonatlésung von 2°), beschickt und vorgewogen war. Die Ver- 
teilung des Pulvers in der Fliissigkeit wurde in der gleichen Weise wie 
im A-Versuch vorgenommen, und alsdann das mit einem Korkstopfen 
dicht verschlossene Gefi® fiir 4 Stunden in ein Wasserbad von 40° 
versenkt. DaB zu dieser Zeit die Ammoniakbildung praktisch ab- 
geschlossen ist, wurde schon friiher festgestellt und konnte fiir das von 
uns verwandte Material nochmals bestiitigt werden. 

Der Hauptteil des Muskelpulvers, etwa 6 g, kam in einen Erlen- 
meyerkolben, der mit 30 cem einer 4°/,igen Salzsiiure vorgewogen war, 
Die Bestimmung des Gewichts der Muskulatur erfolgte ebenso wie bei 
der Vorbereitung der Ammoniakbestinmung. Nach der zweiten Wigung 
wurden 10 cem einer Quecksilberchloridlésung von 5°/, zur Vollendung 
der EiweiBfillung nach Schenck zugesetzt. 

Die Filiung blieb itiber Nacht bei Zimmertemperatur, an sehr 
heiBen Tagen im Eisschrank, stchen. Am niichsten Tage wurde das 
klare Filtrat entquecksilbert. Durch die im Verhiltnis zur Muskulatur 
relativ grobe Menge von Salzsiiure suchten wir die Adsorption von 
Adenosinphosphorsiiure an den Snuilfidniederschlag, die bei schwicher 
saurer Reaktion eine betriichtliche sein kann, auf einen mdglichst ge- 
ringen Betrag herabzudriicken. Genau gemessene mdglichst groB8e ali- 
quote Filtratanteile wurden mit '/,, ihres Volumens 10°), iger Kupfer- 
sulfatlésung und dann mit so viel stickstoffreier Natronlauge versetzt, 
daB die Fliissigkeit gerade noch klar blieb. Nunmehr wurde Kalkmilch 
bis zur stark alkalischen Reaktion hinzugefiigt. Nach 40 Minuten langem 
Stehen wurde von dem Kupferkalkniederschlag durch Filtrieren, in den 
spiiteren Versuchen durch Zentrifugieren, abgetrennt, und der Nieder- 
schlag auf dem Filter, bzw. auf der Zentrifuge, unter griindlichem Auf- 
riihren oft mit Wasser gewaschen. Um eine Verunreinigung des Nieder- 
schlags mit nicht kupferkalkfillbaren stickstoffhaltigen Extraktivstoffen 
méglichst auszuschlieBen, wurde alsdann die Kupferkalkfallung mit 
Schwefelsiure vollstiindig zersetzt, in den ersten Versuchen, in denen 





1) Die neuerlich angewandte Methodik der Ammoniakbestimmung 
ist in der voranstehenden Arbeit von Embden, Carstensen und 
Schumacher eingehend beschrieben. 
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wir uns der Filtration bedienten, in der Reibschale, in den spiteren 
im Zentrifugenglas. 

Nach Abtrennung des abgeschiedenen Calciumsulfats wurde, in 
allen spiteren Versuchen wieder auf der Zentrifuge, dice klare tiber- 
stehende Fliissigkeit abgegossen, und der Niederschlag nochmals mit 
reichlichen Wassermengen gewaschen. Die Waschfliissigkeit wurde 
dem ersten Abgu8 hinzugefiigt und nach erneuter Abstumpfung mit 
Natronlauge wieder mit Kalkmilch stark alkalisch gemacht. Die Ab- 
trennung des Kupferkalkniederschlags, seine Zersetzung mit Schwefel- 
siure und die Waschung des zweiten Calciumsulfatniederschlags geschah 
genau in der eben geschilderten Weise, und die schwefelsaure Zersetzungs- 
fliissigkeit wurde, wiederuin unter Vereinigung mit dem Waschwasser, 
im MeBbkolben auf 200 cem aufgefiillt. 

Gemessene aliquote Teile dieser kupferhaltigen Fliissigkeit wurden 
unter Verwendung von je 1 cem konzentrierter Schwefelsiiure und unter 
Zusatz von etwas primiirem Kaliumsulfat in tiblicher Weise im Mikro- 
kjeldahlkolben verascht, wobei die Veraschungsdauer wegen der Schwer- 
verbrennbarkeit der in Frage kommenden Purinverbindungen stets 
3 Stunden betrug; schlieBlich wurde das iiberdestillierte Ammoniak jodo- 
metrisch unter Verwendung der oben angegebenen Titrationsfliissigkeiten 
bestimmt. In den spiteren Versuchen destillierten wir im Vakuum, 
wobei wir die gleiche Apparatur wie bei den Ammoniakbestimmungen 
verwandten. 

Die Ammoniakbestimmungen A und 6 wurden in allen spiteren 
Versuchen doppelt, die Stickstoffbestimmungen in der Zersetzungs- 
fliissigkeit des Kupferkalkniederschlags stets dreifach ausgefiibrt, und 
die in den nachfolgenden Tabellen angefiihrten Werte sind als Durch- 
schnitt gut iibereinstimmender Mehrfachbestimmungen berechnet. 


Tabelle L 


























1 2 3 4 [| 5 6 7 8 
5 iii DBs in 100 g inasinastood see 
a1 d | | Kupfer- 

3S | Datum nia -W P 0 
S Art der | A-Wert| B-Wert aoa | kalkwert m, 6 
© Frésche + A-Wert 

a 7 custieaiaioanapuatbaoebeaichaninespuasa-papsodean dentetemnsaetacmanignianeaconngeeeeneeata — 
1/20. 6.27] 3Escul.} 3,75 | 9,90 | 49,5 | 42,0 85 
2|25. 6.27| desgl. | 5,03 12,10 | 60,5 58,0 96 
3 128. 6.27] 7 Temp. 6,75 | 16,20 | 61,0 | 85,8 106 
4] 8 7.27] 3Eseul.| 2,53 | 9,60 | 480 | 42,1 88 
5/23. 7.27| desgl | 2,36 9,40 47,0 46,4 99 
6 | 8.11.27] 6 Temp.}] 1,89 | 10,05 | 50,3 48,7 97 
7413.11.27] 2Temp.] 2,835 9,19 46,0 47,2 103 








| 
¥ 
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ia Das Ergebnis der samtlichen 7 an Fréschen angestellten 
Versuche ist in Tab. I zusammengestellt. Hierbei kamen teils 
in Esculenten, teils Temporarien zur Verwendung, wie im ein- 


zelnen aus der T'abelle hervorgeht. Aus Vertikalreihe 4 ist 
ersichtlich, wieviel mg Stickstoff als Ammoniak jeweils vor 


it der Exposition in 100 g Muskel vorhanden waren (4- Wert), aus 
b- | Vertikalreihe 5 die nach der Exposition vorhandene Ammoniak- 
1- menge (B-Wert). Die Zahlen der Reihe 6 ergeben sich durch 
jn Multiplikation der B-Werte mit 5. In Reihe 7 sind die mg 


des durch das Kupferkalkverfahren faillbaren Stickstoffs in 
100 g Muskulatur angegeben, vermehrt um den 4-Wert. (Der 
on | Kupferkalkwert laBt sich also durch Subtraktion der Zahlen 
der Reihe 4 von denen der Reihe 7 ermitteln.) 

Wie man sieht, sind die in den Kolonnen 6 und 7 an- 
gegebenen Werte iiberall von ibhnlicher GréBe. Die griéBte 


“ Abweichung wurde in dem ersten Versuch gefunden, dessen 
7 | Ausfiihrung vielleicht noch gewisse Mangel anhafteten. Hier 
2, betrug die Summe des Kupferkalkwerts und des 4d-Werts nur 
| 85°/, des 5fachen A-Werts, wie aus Stab 8 hervorgeht. Auch 

in den meisten tibrigen Versuchen war die Summe des Kupfer- 
“ kalk- und des A-Werts etwas geringer als der 5 fache B-Wert. 
d | Doch ist die Ubereinstimmung angesichts des ziemlich ver- 
| wickelten Analysengangs eine recht gute. Auch die Verluste 


an Adenosinphosphorsiure durch Adsorption an die bei der 
Vorbereitung der Kupferkalkfallung abgetrennten Niederschliage 
~ kénnen nur sehr geringfiigige gewesen sein. 

Wenn wir von dem Versuch 1 absehen, so war die 
Summe des Kupferkalk- und des 4-Werts nur noch einmal 
(Versuch 4) mehr als 10°/, unter dem 5fachen des B-Werts. 
Diese Ubereinstimmung der nach vollig verschiedenen Methoden 
| ermittelten Zahlen der Reihen 6 und 7 ist um so auffilliger, 
als die Werte von Versuch zu Versuch sehr verschieden waren. 
Der niedrigste Wert, der in Versuch 7 gefunden wurde, be- 
trigt nicht sehr viel mehr als die Hilfte des Héchstwerts in 
Versuch 3. | 

Die Versuche wurden vom Juni bis zum November, also 


zu recht verschiedenen Jahreszeiten, vorgenommen, und es be- 
16* 


, 
i 
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steht also die vermutete gesetzmiBige Beziehung zwischen 
der Stickstoffmenge des bei der Exposition gebildeten Ammo- 
niaks und der Menge des Kupferkalkstickstoffs tatsichlich, 
was wohl kaum anders gedeutet werden kann als durch 
die Annahme, da die Ammoniakabspaltung nur aus Sub- 
stanzen erfolgt, die das 5fache des als Ammoniak fermen- 
tativ abspaltbaren Stickstoffs in ihrem Molekiil enthalten. Da 
nach einer oben erwihnten Untersuchung von G. Schmidt 
weder (Guanosinphosphorsiure noch Guanosin oder Guanin 
unter der EKinwirkung der Muskulatur Ammoniak abspalten, 
und auch Adenin durch Muskulatur kaum angegriffen wird, 
geht aus unseren Versuchen hervor, daB diese Substanzen in 
irgend erheblichen Mengen in der Muskulatur nicht vorhanden 
sein kénnen. Denn ihre Anwesenheit hatte sich durch eine 
Erhéhung des Kupferkalkwerts ausdriicken miissen, wenngleich 
sie nicht ganz so vollkommen fallbar sind wie Adenosinphosphor- 
siure und Inosinsiiure. Andere Substanzen, bei denen man von 
vornherein mit der Abspaltung eines Fiinftels ihrer Stickstoff- 
menge als Ammoniak rechnen kénnte, sind auBer Adenosin- 
phosphorsiure und Adenosin vorliufig nicht bekannt. Ks kann 
also durch die vorliegende Untersuchung die Mdéglichkeit 
nicht ausgeschlossen werden, daB neben Adenosinphosphorsiure 
das durch Muskelbrei ebenfalls desaminierbare Adenosin als 
ammoniakbildende Substanz in Frage kommt. Doch wird in 
einer nachfolgenden Arbeit, wenigstens fiir die Kaninchen- 
muskulatur, Adenosinphosphorsiure als einzige Ammoniak- 
quelle erwiesen. 

Vielleicht wire daran zu denken, daB geringe Mengen 
Ammoniak bei der Exposition aus den Adeningruppen der 
Kernnucleoproteide entstehen kénnten. Hierdurch wiirden die 
B-Werte ohne Vermehrung des Kupferkalkstickstoffs erhdht 
werden, schon weil die Kernnucleoproteide bei der Schenck- 
Fillung ungelést bleiben. Daf die Mengen derartiger Kern- 
nucleoproteide im Muskel nur sehr geringfiigig sein kénnen, 
geht aus noch nicht verdffentlichten Untersuchungen Sorgs 
hervor, welcher fand, daB der Betrag der bei der Schenck- 
fillung ungelést bleibenden Phosphorsaure (die unlésliche Rest- 


} 
| 

i 

ani il 
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phosphorséure nach einer friiher gegebenen Definition’) mit dem 
der Phosphatidphosphorsiure praktisch iibereinstimmt. 








Tabelle II. 
Untersuchungen am Biceps femoris yon Kaninchen. 
1 2 3 4 | 5 6 7 
y mg Stickstoff in 100 g Muskulatur 
er- ede 
| in @ 
suchs- | Datum | B-Wert Kupfer- ann lo 
Nr. A-Wert | B-Wert | ~""“ | kalkwert | YOR ° 
xo | + A-Wert 
3. 8.27 8,98 13,50 | 67,7 65,8 97 
9 D. 27 9,10 9,73 | 48,7 | 56,6 111 
10 . 9.397 1,80 15,00 | 75,0 77,6 104 
il 8.11.27 6,00 20,30 | 1015 90,0 89 











In 'Tab. IT sind 4 Versuche am Biceps femoris von Kanin- 
chen aufgefiihrt. Hierbei wurde ein méglichst rasch nach 
dem Entbluten aus den HalsgefiBen des nicht narkotisierten 
Tieres gewonnenes, ausreichend groBes Stiick aus dem Muskel 
herausgeschnitten und weiterhin mit der Schere nur so weit 
zerkleinert, daB die einzelnen Stiicke in das mit fliissiger Luft 
gefiillte DewargefaiB versenkt werden konnten. Die weitere 
Verarbeitung war genau die gleiche wie in den Frosch- 
versuchen. 

Kin Vergleich der Reihen 5 und 6 lehrt uns, daB auch 
hier das 5fache des B-Werts der Summe des Kupferkalk- 
und des d4-Werts iiberall sehr ihnlich war. Die gréBten Ab- 
weichungen fanden sich in den Versuchen 9 und 11. 

Im iibrigen sind auch hier die #-Werte und dem- 
entsprechend die Kupferkalkwerte von Versuch zu Versuch 
auBerordentlich verschieden, was die Beweiskraft unserer Er- 
gebnisse nur verstiirken kann. 

Wie aus einer im vorangehenden verdffentlichten Arbeit 
hervorgeht, ist im Mai bei Fréschen die Menge des im 


) G. Embden u. E. Adler, Diese Zs. Bd. 113, S. 201 (1921). 





2°34 G. Embden und H. Wassermeyer, 


#-Versuche abspaltbaren Ammoniaks besonders hoch, und 
die gleiche Zunahme l4Bt sich auch zu einer anderen Jahres- 
zeit durch mehrtigigen Aufenthalt von Fréschen bei 26—27° 
erzielen. Wir untersuchten, ob auch hier die gesetzmiBige 
Ubereinstimmung zwischen dem Fiinffachen des £-Werts und 
der Summe des Kupferkalk- und des A4-Werts bestehen bleibt. 


Tabelle II. 





Versuchs-Nr. 


soe 
bho 


13 


14 





4 5 6 7 8 

















In Tab. III sind vier derartige Versuche zusammengestellt, 
die simtlich an Temporarien im Monat Oktober und November 
vorgenommen wurden. In den Versuchen 12 und 13 waren 
die -Werte erheblich héher als in den Versuchen 6 und 7 
(Tab. J) an unbehandelten Fréschen in derselben Jahreszeit. 
Auch der héchste bis dahin vorliegende 4-Wert, der im Juni 
beobachtet wurde (Versuch 3), liegt noch etwas unterhalb des 
in Versuch 12 ermittelten. 

Aus einem Vergleich der vertikalen Reihen 7 und 8 ergibt 
sich, daB die beobachtete Steigerung der Ammoniakbildungs- 
fiihigkeit, die sich in den Versuchen 12 und 13 fand, nicht 
von einer entsprechenden Steigerung des Kupferkalkwerts bzw. 
der Summe des Kupferkalk- und des 4-Werts, begleitet war. 
In Versuch 12 betriigt die letztere Summe nur 75°/,, in Ver- 


such 13 nur 81°/, des Sfachen B-Werts. Ob nur bei der 


kiinstlich herbeigefiihrten Steigerung der Ammoniakbildungs- 





2 3 | gy 
mg Stickstofi in 100 g Muskulatur 
Anzahl Vort ; , 
Datum Ju. Art d. a | B-Wert | Kupfer- 5 iD 
Frésehe }22™Uung} 4-Wert | B-Wert| ~~. | kalkwert | Yo" 
x9 | + A-Wert 
23.10. 27 5 72 Stdn.} 7,40 17,00 | 85,0 63,9 75 
Temper, | bei 26° | 
9.11.27 3 48 Stdn.} 3,40 20,50 | 102,5 82,7 $1 
Tempor. | bei 27° | 
11.11.27] desgl. | 96 Stdn.| 4,19 | 12,55 | 62,75 67,8 108 | 
bei 27° | 
13.11.27] desgl. |144Stdn.| 4,10 12,60 63,0 58,6 
bei 27° | 
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fahigkeit oder auch bei der zum Teil noch erheblicheren, die 
wir 1m Mai an frischen Fréschen fanden, noch andere Sub- 
stanzen wie Adenosinphosphorsiiure bzw. Adenosin als Quelle 
des Ammoniaks in Frage kommen, kann nur durch Versuche 
an Maifréschen entschieden werden. 

In den Versuchen 14 und 15, die an der gleichen Frosch- 
sendung wie Versuch 13 vorgenommen wurden, bei denen die 
Frésche aber wesentlich langer im Brutschrank bei 27° blieben, 
fanden wir das Ammoniakbildungsvermégen nur wenig hoéher 
als bei Normalfréschen. Anscheinend war es zu dieser Zeit 
schon wieder abgesunken. Dementsprechend findet sich auch 
in diesen beiden Versuchen eine weit bessere Ubereinstimmung 
zwischen den nach beiden Methoden gefundenen Werten. 

AuBer den bisher besprochenen haben wir noch drei 
weitere Versuche an phosphorvergifteten Frischen ausgefiihrt. 
Hier fand sich erhebliche Erhéhung des d4-Werts, wihrend 
die £B-Werte wohl eher etwas niedriger waren als die zu 
gleicher Zeit an Kontrolltieren gewonnenen. 

Im iibrigen zeigten auch diese Versuche einigermafen gute 
Ubereinstimmung zwischen der 5fachen Stickstoffmenge der 
B-Werte und der Summe des Stickstoffs der Kupferkalk- 
fallung und dem 4-Wert. In 2 Versuchen betrug der Unter- 
schied 12°/,, wobei eimal der dfache 5-Wert, einmal die 
Summe des Kupferkalk- und des d4-Werts niedriger war. In 
dem dritten Versuch war ebenfalls das letztere der Fall, und 
der Unterschied betrug 7°/,. 

Die besprochenen Versuche sind die siimtlichen bisher 
mittels der geschilderten Methode iiberhaupt vorgenommenen, 
und ihr Ergebnis darf wohl dahin gedeutet werden, daB 
sowohl in den Hinterschenkeln des Frosches wie im Biceps 
femoris des Kaninchens die Ammoniakbildung nur aus Sub- 
stanzen erfolgt, welche 5 mal soviel Stickstoff enthalten als sie 
in Form von Ammoniak abzuspalten vermégen. Weswegen 
von solchen Substanzen nur Adenosinphosphorsiure und Ade- 
nosin, nicht aber Adenin, Guanosinphosphorsaiure, Guanosin 
und Guanin in Frage kommen, haben wir oben bereits aus- 
gefiihrt, und ebenso ¢irauf hingewiesen, dab diese Substanzen 
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in der quergestreiften Muskulatur nicht in irgend erheblicher 
Menge vorhanden sein kénnen. 

Auch Hypoxanthosin, Hypoxanthin, Xanthin und 
Harnsa&ure werden aus ihren verdiinnten Lésungen mittels 
der Kupferkalkmethode ausgefallt, freilich nicht ganz quan- 
titativ, doch geht aus noch unverdffentlichten Versuchen von 
Pohle hervor, daB in lebensfrischer Muskulatur von 
Kaninchen irgend in Betracht kommende Mengen dieser Sub- 
stanzen nicht vorhanden sind. 

Die beobachtete gesetzmiBige Beziehung kann nur da- 
durch erklirt werden, daB Adenosinphosphorsiure und viel- 
leicht auch Adenosin bei normalen Fréschen und Kaninchen 
die ausschlieBlich oder fast ausschlieBlich in Frage kommenden 
Muttersubstanzen des bei der Muskeltatigkeit und beim Ab- 
sterben gebildeten Ammoniaks sind. Lediglich bei der kiinst- 
lichen Steigerung des Ammoniakbildungsvermégens der Frosch- 
muskeln, die sich durch Verbringen der Tiere in hohe Tem- 
peraturen erzielen laBt, kénnen anscheinend noch andere 
ammoniakbildende Substanzen auftreten. 


Zusammenfassung. 


1, Es wird gezeigt, daB eine gesetzmaBige Beziehung 
zwischen dem Stickstoffgehalt des in bestimmter Weise aus 
Muskelextrakten gewonnenen Kupferkalkniederschlags und dem 
aus den gleichen Muskeln abspaltbaren Ammoniak besteht, 
derart, daB das Fiinffache des als Ammoniak abspaltbaren 
Stickstofis annihernd gleich dem Kupferkalkwert vermehrt um 
den sofort vorhandenen Ammoniakstickstoff ist. Dies gilt 
sowohl fiir die Hinterschenkelmuskeln normaler Frésche wie 
fiir den hellen Biceps femoris des Kaninchens. 

2. Hieraus wird der SchluB gezogen, daB als Quelle des 
Ammoniaks bei der Muskeltiitigkeit nur solche Substanzen in 
Frage kommen, die das Fiinffache des aus ihnen abspaltbaren 
Ammoniaks als Stickstoff enthalten. 

8. Aus weiteren zum Teil schon friiier, zam Teil im nach- 
stehenden verdffentlichten Untersuchun:,en geht hervor, daf 





Nee 
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verschiedene in Frage gezogene Substanzen wie Adenin, 
Guanosinphosphorsiure, Gcuanosin und Guanin unter der Kin- 
wirkung von Muskulatur kein Ammoniak abspalten. Diese 
kommen sonach als Muttersubstanzen des bei der Tiitigkeit 
gebildeten Ammoniaks nicht in Betracht. 

Im Gegensatz zu den eben genannten Substanzen wird 
die im Muskel kiirzlich aufgefundene Adenosinphosphorsiure 
unter Einwirkung von Muskelbrei und durch daraus_ ge- 
wonnene Fermentlésungen desaminiert, wobei gerade '/. des 
Stickstoffs der Adenosinphosphorsiure in Ammoniak um- 
gewandelt wird. 

Neben der Adenosinphosphorsiure kénnte auf Grund der 
vorliegenden Untersuchungen nur das bisher als Muskel- 
bestandteil nicht nachgewiesene Adenosin in Betracht kommen. 











Uber die Dissoziationskonstanten 
der Muskeladenosinphosphorsdaure und der Inosinsdure. 
Von 


H. Wassermeyer. 
Mit 1 Figur im Text. 
(Ausgefithrt mit Unterstiitzung der Notgemeinschaft der Deutschen 
Wissenschaft.) 
‘Aus dem Institut fiir vegetative Physiologie der Universitat Frankfurt. 


(Der Redaktion zugegangen am 10. August 1928.) 


Neben anderen chemischen Prozessen, die sich im Zu- 
sammenhang mit der Muskelkontraktion abspielen, vollzieht 
sich bei diesem Vorgang an der im Muskel kiirzlich nach- 
gewliesenen Adenosinphosphorsiure eine Abspaltung von Am- 
moniak unter Bildung von Jnosinsiure. Es war schon bekannt, 
daB der ebenfalls bei der Kontraktion stattfindende Abbau von 
Hexosephosphorsiure zu Phosphorsiure und Hexose eine Ver- 
schiebung der Reaktion nach der alkalischen Seite bedeutet }), 
welches Verhalten ganz allgemein fir Heteropolysiuren nach- 
gewiesen ist”). Neben diesem die Wasserstoffionenkonzentration 
vermindernden Vorgang muB auch die Ammoniakbildung im 
Kontraktionsmoment beriicksichtigt werden, und Embden*) 
wurde daher zu der Anschauung gefiihrt, daB bei jeder Muskel- 
kontraktion eine Verschiebung der Reaktion nach der alkalischen 


'! Meyerhof u. Suranyi, Biochem. Zs. Bd, 178 8. 427, (1926); 
Irving u. Fischer, Proceedings of the Society f. exp. Biology and 
Medicine 1927. XXIV _ p. 559. 

*) Rosenheim u. Brauer, Zs. f. anorg. Chem. Bd. 93 8, 284, (1915); 
Léffler u. Spiro, Helvet. Chim. acta Bd. 2, S. 533 (1919). 

5) Kli. Wo. Jg. 6, S. 628 (1927). 
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Seite eintritt. Nach neuerlichen Festellungen von Fiske und 
Subbarow’), sowie von Meyerhof und Lohmann®), die an 
sehr reinem aus dem schoén krystallisierten Bariumsalz ge- 
wonnenen Phosphokreatin in unveréffentlichen Untersuchungen 
von KE. u. M. Lehnartz?) bestatigt werden konnten, bewirkt auch 
die Spaltung dieser Tatigkeitssubstanz eine Verminderung 
der Wasserstoffionenkonzentration. HKutsprechend der schnellen 
Reversibilitat der Abspaltung von Phosphorsiure und Am- 
moniak wiirde auch die frihere Reaktion wieder hergestellt 
werden. 

Zur endgiiltigen Beurteilung der bei der Desaminierung 
der Muskeladenosinphosphorsiure eintretenden Reaktionsver- 
schiebung erschienen vergleichende Untersuchungen der Disso- 
ziationskurven der Adenylsiure und der Inosinsiure im physio- 
logischen Reaktionsbereich als uotwendig. Dabei bleibt zu 
bedenken, daB von den beobachteten Dissoziationen in den 
wasserigen Lésungen des Laboratoriums auf die komplizierten 
Verhiltnisse des Elektrolyte und Nichtelektrolyte enthaltenden 
Milieus nur vergleichsweise geschlossen werden dart. 

DaB beide Substanzen als freie Siuren entsprechend dem 
Gehalt an einer Aminogruppe bzw. einer Hydroxylgruppe einen 
verschiedenen Dissozionsgrad besitzen, war von vornherein wahr- 
scheinlich. 

Auf Veranlassung von Herrn Professor Emb den habe ich die 
elektrometrische Titration der beiden Substanzen ausgefiihrt. 


Methodisches. 


Die untersuchte Adenosinphosphorsiure wurde nach den von 
Embden und Zimmermann gemachten Angaben aus Muskulatur ge- 
wonnen. Die Substanz besab den in dieser Arbeit angegebenen Schmelz- 
punkt von 197°. Die verwandte Inosinsiure wurde aus ihrem Bariumsalz 


dargestellt, indem zuniichst das Barium durch Schwefelsiure entfernt 
und dann der geringe UberschuB an Schwefelsiiure durch Barytwasser so 





'Y Seienee Bd. 47, 8. 159 (1928). 

*) Biochem. Zs. Bd. 196, $. 22 (1928). 

3) Spaltung der Pyrophosphorsiiure wiirde nach kirzlich veréffent- 
lichten Befunden von EK. Lehnartz die Reaktion im Sinne der Sduerung 
veriindern |Kl. Wo., Bd. 7, 8. 1225 (1928)]. 


240 H. Wassermeyer, 


genau wie moglich beseitigt wurde. Die abgewogenen Mengen der vorher 
im Hochvakuum von Krystallwasser voéllig befreiten Adenosinphosphor- 
siure wurden in doppelt destilliertem Wasser gelést. Die Inosinsiiure- 
lésung wurde auf Grund ihres analytisch ermittelten Phosphorgehalts 
auf die genau entsprechende Konzentration eingestellt. 

Titriert wurde mit einer kohlensiiurefreien Natronlauge, die aus 
Natrium und doppelt destilliertem Wasser hergestellt war. 

In den ersten beiden Versuchen bediente ich mich der Chinhydron- 
elektrode, in allen spiteren der Wasserstoffelektrode. Die Anordnung 
der Gaskette entsprach der von Michaelis angegebenen. 

Die Temperatur wihrend der Messung betrug 23°. 


Die aus drei an der Adenosinphosphorsiure auf diese Weise 
ausgefiihrten Titrationen gewonnene Mittelkurve ist in der 
eraphischen Darstellung wiedergegeben (4). Es zeigt sich beim 
Vergleich mit der durch/ gekennzeichneten Kurve fiir Inosinsiure, 
daB die freie Inosinsiure wesentlich saurer ist als die freie 
Adenosinphosphorsaure, und daB im Bereich der ersten Disso- 
ziationsstufe die Kurven in einem erheblichen Abstand verlaufen 
und zwar so, daB die Inosinsiure stets saurer bleibt als die 
Adenosinphosphorsiure. Nach Zusatz einer der ersten Siure- 
valenz entsprechenden Laugenmenge steigen beide Kurven an, 
jedoch die Adenosinphosphorsiure um einen erheblich ge- 
ringeren Betrag als die Inosinsiure. Im Bereich der zweiten 
Dissoziationsstufe, die unter physiologischen Verhiltnissen 
allein in Betracht kommt, Jaufen beide Kurven dicht neben- 
einander. 

Die Ergebnisse der Inosinsiuretitration sind nach der 
alkalischen Seite nur wenig iiber den Neutralpunkt hinaus 
wiedergegeben. Weiterhin differierten die Werte zu stark. Sie 
weichen in Lésungen verschiedener Herstellung schon im Bereiche 
der zweiten Dissoziationsstufe um ein Betrachtliches voneinander 
ab. Der Grund ist in der oben erwiahnten Herstellungsweise 
der Inosinsiure zu suchen, welche geringfiigige Verunreinigungen 
durch Schwefelséure oder Bariumhydroxyd nicht zu entfernen 
erlaubt. Trotz aller Sorgfalt l4Bt sich eine vollkommen 
genaue Kompensation der iiberschiissigen Schwefelsiure durch 
Bariumhydroxyd nicht erreichen. 

In der graphischen Darstellung sind die beiden in der 
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zweiten Dissoziationsstufe am meisten voneinander abweichen- 

den Titrationskurven der Inosinsiure punktiert eingetragen. 
Aus den wiedergegebenen Kurven berechnen sich nach 

den von Auerbach und Smolzcyk angegebenen Formeln!) 
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Titrationskurven der Adenosinphosphorsaure (A) und der Inosins&ure (./). 


fir die beiden Siuren folgende Dissoziationskonstanten. 


die Adenosinphosphorsiure: 


pA, 

p ky 
Fir die Inosinsiure: 

p hy 

pa, 


Ks bleibt noch zu erértern, 





I 


— 


Fiir 


3,8 
6,2 


2,4 


. (6,3—6,5) 


warum erst nach einem gréBeren 
Zusatz an Natronlauge als zur Absittigung der beiden Saure- 
valenzen erforderlich ist, die zweite steile Aufbiegung der 
Titrationskurve der Adenosinphosphorsiure erfolgt. Am wahr- 
scheinlichsten diirfte die Erklirung sein, da zwischen der 
schwiicher dissoziierten Siuregruppe und der basischen Valenz 
des Adeninringes eine lockere innere Bindung besteht, deren 


') Zs. f. physikal. Chem., Bd. 110, S. 65, 1924. 
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Lésung einen gréBeren Laugenzusatz erfordert als den errech- 
neten Werten entspricht.') Ich habe jedoch diesen Befund, der 
auBerhalb der Fragestellung der vorliegenden Untersuchung 
liegt, nicht verfolgt. 

Zusammenfassung. 


1. Die elektrometrische Titration der Adenosinphosphor- 
siure und der Inosinsaéure ergibt, daB im Bereich der ersten 
Dissoziationsstufe die Inosinsiure saurer ist als die Adenosin- 
phosphorsaiure, daB dieser Unterschied jedoch im Bereich der 
zweiten Dissoziationsstufe verschwindet, die beiden Substanzen 
also dort nahezu gleich starke Saéuren sind. 

2. Durch das bei der Kontraktion gebildete Ammoniak 
erfolet also eine Verschiebung der Reaktion nach der alka- 
lischen Seite, 

3. Die Dissoziationskonstanten der Adenosinphosphorsaure 
und der Inosinsiure werden berechnet. 


1) Auf diese Deutungsméglichkeit machte mich Herr Professor 
K. Spiro freundlichst aufmerksam. 
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Uber fermentative Desaminierung im Muskel. 


Von 
Gerhard Schmidt. 
Mit 2 Figuren im Text. 
(Ausgefiihrt mit Unterstiitzung der Rockefeller Foundation und der 
Notgemeinschaft der Deutschen Wissenschaft.) 


(Aus dem Institut far vegetative Physiologie der Universitat Frankfurt.) 


(Der Redaktion zugegangen am 27. August 1928,) 


Die Adenosinphosphorsiure wurde kiirzlich im Muskel 
aufgefunden und als biologische Muttersubstanz der schon von 
Liebig im Fieischextrakt entdeckten Inosinsiiure erkannt. Es 
konnte gezeigt werden, daB der zerkleinerte Muskel in inten- 
siver Weise zugesetzte Adenylsiure und, wie P. Gyérgy und 
H. Réthler’) fanden, auch Adenosin zu desaminieren vermag, 
und daB bei der Autodigestion des Muskels stets eine be- 
triichtliche Ammoniakentwicklung stattfindet, als deren aus- 
schlieBliche Quelle Adenosinphosphorsiure — und _ vielleicht 
Adenosin — in Betracht kommt. Die enge Verkniipfung dieser 
Desaminierungsvorgiinge mit der Muskelfunktion geht aus der 
Tatsache hervor, daB bei der Tatigkeit des isolierten Frosch- 
muskels regelmiBig eine Ammoniakabspaltung eintritt, die 
unter geeigneten Bedingungen auch im isolierten Froschmuskel 
reversibel ist. Kurze Zeit nach Embden und seinen Mit- 
arbeitern fanden auch I. K. Parnas und WI. Mozolowski 
bei der Reizung des isolierten Froschmuskels Ammoniakbildung, 
stellten jedoch deren Reversibilitit in Abrede.*) Doch kann 
an der Umkehrbarkeit der Reaktion auch im isolierten Muskel 





1) Biochem. Zs, Bd. 187, 8. 194 (1927). 
2) Biochem. Zs. Bd. 184, 8S. 399 (1927). 
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nach einer im voranstehenden verdffentlichten Untersuchung 
kein Zweifel mehr bestehen. 

Durch die Ergebnisse der besprochenen Arbeiten ist es 
méglich geworden, wichtige Befunde friiherer Autoren iber 
den Purinstoffwechsel des Muskels richtig zu deuten. Richard 
Burian’) hat in einer grundlegenden Untersuchung dargetan, 
da8 dem ruhenden und noch mehr dem titigen Muskel ein 
hervorragender Anteil an der Harnsiiurebildung im Siugetier- | 
organismus zukommt. Er fand im Selbstversuch nach an- 
strengender Muskeltiitigkeit regelmifBig in der ersten Zeit nach 
der Arbeit den Purinbasen-, spiter den Harnsiuregehalt des 
Urins vermehrt; ferner konnte er feststellen, daB® schon der 
ruhende, kiinstlich durchstrémte Hundemuskel dauernd aus 
einer unbekannten Vorstufe Hypoxanthin bildet, und daB dieser 
Vorgang bei der Reizung in gesteigertem AusmaBe stattfindet. 

Der Mechanismus dieser Hypoxanthinbildung schien zur 
Zeit der Burianschen Untersuchung um so ritselhafter, als 
der Muskel fiir ein nucleinarmes Organ galt. Zudem fand 
W. Jones”) die Muskeln fast aller untersuchten Siugetiere 
frei von Adenase, so daf der einzige FermentprozeB, den man 
damals als hypoxanthinbildende Reaktion kannte, die enzy- 
matische Desaminierung des Adenins, fiir den quergestreiften 
Muskel auszuschlieBen war. Auch andere Arbeiten aus der 
damaligen Zeit wiesen klar auf die Notwendigkeit hin, im Tier- 
kérper fiir die Bildung des Hypoxanthins neben dem Adenin 
unbekannte Quellen von gréBerer Bedeutung anzunehmen. 

Auf Grund von Stoffwechseluntersuchungen am intakten 
Tier war O. Minkowski?) bereits im Jahre 1898 zu der An- 
schauung gelangt, daf ,fiir das Schicksal der Purine im 
tierischen Organismus kein anderes Moment so sehr maBgebend 
sei wie die Verkettung des Purinkernes mit anderen Atom- 
komplexen.“ Dieser Forscher hatte in Fiitterungsversuchen 
gefunden, da8& beim Hunde nur das im Nucleinsaéuremolekiil 
chemisch gebundene, nicht aber das freie Adenin als Harn- 








1) Diese Zs. Bd. 43, S. 532 (1904/05). 
*) Vgl. C. Vigtlin u. W. Jones, Diese Zs. Bd. 66, S. 250 (1910). 
5) Arch. f. exper. Pathol. Bd. 41, S. 375 (1898). 





| 


Uber fermentative Desaminierung im Muskel. 945 


siure bzw. als Allantoin ausgeschieden wird. Nach Zufuhr 
des giftig wirkenden Adenins konnte Minkowski ein sehr 
eigenartiges Zwischenprodukt des Adeninabbaus erfassen, und 
zwar in Gestalt von krystallinischen Niereninfarkten, die der 
Autor selbst zuniichst irrtiimlicherweise fiir Harnsiure hielt, 
die aber spiiter von Nikolaier’) unter Mitwirkung von E. Fischer 
als 6-Amino-2,8-dioxypurin aufgeklirt wurden. Dieser patho- 
| logisch-physiologische Nebenweg der Oxydation des Adenin- 
kerns zeigt besonders schén, dab gerade die Aminogruppe des 
freien Adenins sich im Organismus resistent verhilt. 

Da im Gegensatz zum Adenin verfiittertes Hypoxanthin 
quantitativ vom Hund zu den erwihnten Endprodukten des 
Purinstofiwechsels umgesetzt wird, ergibt sich aus der Arbeit 
Minkowskis mit aller Klarheit, daB im biologischen Abbau 
| des Adenins gerade die Desaminierung als derjenige Teil- 
vorgang anzusehen ist, fiir dessen Ablauf die chemische Bin- 
dung des Adenins ausschlaggebende Bedeutung besitzt. Wenn 
auch spitere Autoren, wie Kriiger, Schittenhelm und ihre 
Mitarbeiter?) das von Minkowski am Hunde festgestellte 
gegensatzliche Verhalten von freiem und gebundenem Adenin 
in Stoffwechselversuchen am Menschen vermiBten, so hat sich 
doch die Lehre Minkowskis fiir den intermediiren Purin- 
stoffwechsel der einzelnen Organe immer mehr als giiltig erwiesen. 

Hine genauere Prizision erhielt die Vorstellung von den 
gebundenen Purinen, als durch die Forschungen von Kossel, 
Levene, Jones, Steudel, Feulgen, Thannhauser und 
anderen Autoren der chemische Bau der einfachen Nuclein- 
siuren dahin aufgeklart war, daB in diesen eine Purin- bzw. 
Pyrimidinbase glucosidartig mit einem Kohlehydrat—Phosphor- 
siureester verkettet ist. 

Wenn im folgenden von Nucleotiden die Rede ist, so 
sind immer die pentosehaltigen gemeint, welche am besten 
bekannt sind und als reine, schén krystallisierende Substanzen 








1) Zs. f. klin. Medizin, Bd. 45, S. 359 (1902). 
*) Vgl. den zusammenfassenden Artikel von A. Schittenhelm und 
K. Harpuder im Handbuch d. Biochemie, herausgegeb. von C, Oppen- 
heimer, Bd. 8, Georg Thieme Verlag, Leipzig. 
Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. CLXXIX. 17 
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dargestellt werden kénnen. Die von diesen Stoffen sich ab- 
leitenden Nucleoside kénnen nach den Untersuchungen von 
Thannhauser im menschlichen Organismus zu Harnsiure 
abgebaut werden. 

W. Jones!) und spiiter A. Schittenhelm haben nun den 
Nachweis gefiihrt, da&B es Fermente gibt, welche nur die an 
Kohlenhydrat gebundenen Aminopurine, also nur die Nucleo- 
side desaminieren, wihrend die freien Purinbasen unan- 
gegriffen bleiben. Damit ist eine sehr weitgehende Spezifitit 
der Nucleindesaminasen festgestellt, denn nach anderen Unter- 
suchungen von W. Jones?) muf man fir jedes der beiden 
Aminopurine Adenin und Guanin zwei verschiedene ammoniak- 
abspaltende Enzyme annehmen, nimlich eine Purin-, und eine 
Nucleosidesaminase. Da zudem die Verteilung dieser 4 Fer- 
mente bei den verschiedenen Tierarten und in den verschiedenen 
Organen scharfe Differenzen zeigt, so kann man sagen, dab 
gerade das Studium der Nucleindesaminasen die souverine 
Bedeutung der Minkowskischen Auffassung dargetan hat. 
Denn dem theoretisch berechtigten Kinwand, daB das lebende 
Organ chemische Funktionen ausiiben kann, die dem zer- 
kleinerten verloren gegangen sind, ist nach den zahlreichen 
bisherigen Erfahrungen gerade fiir den Abbau der Purine kein 
allzu groBes Gewicht beizumessen. 

Die hauptsichlich von W. Jones vertretene Auffassung 
von der weitgehenden Spezifitit der Nucleindesaminasen ist 
nicht unangezweifelt geblieben; so halt H. v. Kuler*) noch in 
jiingster Zeit es fiir méglich, daB die verschiedene Wirkung 
der einzelnen Organe nicht notwendig fiir das Vorhandensein 
zweier spezifischer Enzyme spricht, sondern durch den wechseln- 
den EinfluB der Begleitstoffe auf ein und dasselbe Ferment 
vorgetiiuscht sein kénnte. Dieser Kinwand ist fiir die bisherigen 
Untersuchungen iiber die Nucleindesaminasen kaum zu wider- 
legen; denn die erwihnten Autoren haben den Schwerpunkt 





') Siehe z. B. S.Amberg u. W. Jones, DieseZs. Bd. 73, 5.407 (1911). 

*) Vel. W. Jones u.C.R Austrian, Diese Zs. Bd. 48, 8. 110 (1906). 

8) Chemie der Enzyme, Teil II, Abschn. 2, 8.385. J. Springer, 
Berlin 1927. 


:, 











Uber fermentative Desaminierung im Muskel. 247 


ihrer Untersuchungen nicht auf die Charakterisierung der Nu- 
cleindesaminasen mit enzymchemischen Methoden gelegt, sondern 
im wesentlichen die Unterschiede studiert, welche Suspensionen 
oder waBrige Extrakte aus verschiedenen Organen in ihrem 
Verhalten bei der Autolyse oder gegeniiber zugesetzten Purin- 
derivaten zeigen. 

Die eingehendere enzymchemische Bearbeitung der Nuclein- 
desaminasen lit sich mit der bisher ausschlieBlich angewandten 
Nachweismethode der in Frage kommenden Enzyme, niamlich 
mit der paparativen Isolierung der entstehenden Purinderivate, 
nicht durchfiihren. Es muf fast wundernehmen, daB das so 
bequem nnd exakt in kleinen Mengen bestimmbare Ammoniak, 
welches als Spaltprodukt bei der Wirkung der Desaminasen 
entsteht, so selten zum Nachweis dieser Fermente benutzt 
worden ist. 

In der vorliegenden Untersuchung wird gezeigt werden, 
daB wenigstens fiir Muskelgewebe oder fiir aus diesem gewon- 
nene Enzymlésungen die Bestimmung des Ammoniaks eine 
sehr exakte und bequeme Methode zum Nachweis von Nuclein- 
desaminasen darstellt, ja, man kann wohl sagen, daB viele 
Untersuchungen durch die Anwendung dieser Methode erst 
erméglicht werden, da nur die Ammoniakbestimmung eine 
quantitative Verfolgung der Desaminierung gestattet, und da 
man mit sehr kleinen Mengen der kostbaren und mithsam zu 
gewinnenden Substrate auskommt, ein Vorteil, der fiir die An- 
stellung von Reihenversuchen nicht hoch genug anzuschlagen ist. 

Die mittels dieser Methode am Muskel erhaltenen Er- 
gebnisse zwingen zu der Annahme einer noch schirfer aus- 
geprigten Spezifitit in der Gruppe der Nucleindesaminasen, 
als sie selbst von Jones postuliert wurde. Bei der Dis- 
kussion iiber die Desaminierung gebundener Purine sind bisher 
nur die Kohlenhydratverbindungen dieser Substanzen, die Nu- 
cleoside, in Betracht gezogen worden. Man hat anscheinend 
immer stillschweigend vorausgesetzt, daB vor der Desaminierung 
die Phosphorsiure aus dem Nucleotidmolekiil abgespalten wird. 
Trotzdem war bereits seit lingerer Zeit eine ‘latsache bekannt, 
die auf eine biologische Desaminierung der Nucleinsauren selbst 
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hinweist, nimlich das Vorkommen der Hypoxanthosinphosphor- 
siure oder Inosinsiure im Fleischextrakt. 

Aber merkwiirdigerweise regte die in neuerer Zeit gelun- 
gene Konstitutionsaufklirung dieser bereits 1847 von Liebig’) 
entdeckten Substanz zu keinen biologischen Betrachtungen an, 
trotzdem ihre Entstehung durch die praparative Verarbeitung 
so gut wie ausgeschlossen erscheint. 

Erst auf Grund des oben erwiihnten Befundes, daB ein 
Adeninnucleotid einen stetigen Bestandteil der quergestreiften 
Muskulatur darstellt, wurde G. Embden veranlaBt, die nahe- 
liegenden Beziehungen dieser Substanz zur Inosinsiure im Hin- 
blick auf ihre biologische Bedeutung zu untersuchen. Es ge- 
lang, die Adenylsaiure als Muttersubstanz der Inosinsiure nach- 
zuweisen und damit der Lehre vom gebundenen Purin fiir die 
Muskulatur eine priizise chemische Vorstellung zugrunde zu 
legen. 

Auf Anregung von Herrn Prof. Embden habe ich die 
enzymatische Desaminierung der freien und gebundenen Amino- 
purine im Muskel untersucht. Die Ergebnisse dieser Ver- 
suche sollen im folgenden mitgeteilt werden. 


1. Methodische Vorbemerkungen. 


Darstellung der Substrate Die Priparation der Adeninderi- 
vate aus Hefenucleinsiiure in gréSeren Mengen ist ziemlich zeitraubend 
und gelingt nach meinen Erfahrungen am besten aus der Hefenuclein- 
siiure der Firma E. Merck in Darmstadt, die Guaninderivate wurden 
in guter Ausbeute auch aus dem Priparat der Firma C. F. Bohringer?) 
erhalten. Adenylsiiure und Guanylsiiure lassen sich am bequemsten 
nach der von W. Jones und M. E. Perkins*) ausgearbeiteten Modi- 
fikation des Verfahrens von H. Steudel und E. Peiser‘*) gewinnen; 
zur Darstellung der Nucleoside wurde die von P. A. Levene und 
W. A. Jacobs) beschriebene Methode angewandt; auch die Purine 





1) Ann. d. Chem. Bd. 62, 8. 317 (1847). 

2) Fiir die freundliche Uberlassung einer griBeren Menge Hefe- 
nucleinsiiure bin ich der Firma C. F. Bohringer, Mannheim- Wald- 
hof zu aufrichtigem Dank verpflichtet. 

§) Journ. biol. chem. Bd. 62, 8. 557 (1924/25). 

*) Diese Zs. Bd. 127, S. 262 (1923). 

5) Chem. Ber. Bd. 43, S. 3150 (1910). 
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isoliert man am besten nach der Vorsechrift P. A. Levenes durch 
Hydrolyse der Hefenucleinsiure mittels methylalkoholischer Salzsiiure. 
Zur praktischen Ausfiihrung der Priiparationen sei bemerkt, daB es bei 
der Darstellung der Nucleotide unbedingt notwendig ist, die Bleinieder- 
schlige kalt zu zersetzen, da sonst an das bei der Zersetzung aus- 
fallende Bleisulfid adsorbierte, gefirbte Verunreinigungen wieder in 
Lésung gehen und die Krystallisation, namentlich der Adenylsiure, sehr 
erschweren. 

Die Adenosinphosphorsiiure aus Muskeln wurde nach der Vor- 
schrift von G. Embden und M. Zimmermann aus Kaninchenmuskulatur 
oder aus Ochsenherzen') gewonnen. 

Die Bestimmung des bei der Desaminierung gebildeten Ammoniaks 
geschah nach der in einer voranstehenden Untersuchung’) beschriebenen 
Methode durch Vakuumdestillation. Bei den fiir meine Versuche in Be- 
tracht kommenden groBen Ammoniakmengen war die Anwendung von 
Glasschliffen nicht notwendig. Zur vollstindigen Ubertreibung des Am- 
moniaks aus Lésungen geniigte eine Destillationszeit von 20 Minuten 
bei 38°. Zur Ammoniakbestimmung im Gewebsbrei wurde die Haupt- 
menge durch 10 Minuten lange Destillation im Vakuum iiberfiihrt; die 
letzten Reste wurden dann in Anlehnung an das Parnassche Verfahren 
in weiteren 10 Minuten durch Wasserdampf im Vakuum ausgetrieben. 
Sorgt man dafiir, daB das mit Schwefeisiure angesiiuerte Wasser des 
Dampfentwicklers die Temperatur von 70° nicht iiberschreitet, so hat 
man keine stérende Erwirmung im Destillationskolben zu _befiirchten. 
Die Fehlerbreite betriigt bei Verwendung von n/200-Lésungen -+ 0,004 mg 
Ammoniak. 


2. a) Die Ammoniakabspaltung aus Adenosinphosphorsaure 
und Adenosin durch iiuskelpreBsaft und Muskelbrei, 
ihr Ausbleiben beim Adenin. 


b) Das Verhalten von Guanylsaure, Guanosin und Guanin. 


Um festzustellen, ob die Desaminierung des gebundenen 
Adenins abgetrennt von der Zelle vor sich gehen kann, wurden 
die Adeninderivate Adenylsiure, Adenosin und Adenin der 
Kinwirkung von MuskelpreBsiften unterworfen. 

Die Prebsiifte, die durchweg sauer reagierten, wurden durch Zu- 
satz von 2°/, festem Natriumbicarbonat auf schwach alkalische Reaktion 

1) Aus dem Herzen hat zuerst K. Pohle in noch nicht ausfiihrlich 
ver6ffentlichten Versuchen Ade osinphosphorsiiure erhalten. 

*) G. Embden, M. Carstensen u. H. Schumacher, Diese Zs. 
Bd. 179, S. 188ff. (1928). 
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gebracht. Von den in Frage kommenden Substanzen wurden iiquivalente 
wiBrige Liésungen hergestellt, die einer 1°/,igen Adenylsiurelésung ent- 
sprachen. Die Adenylsiiure wurde in allen Zusatzversuchen der vorlie- 
genden Arbeit mit Natronlauge neutralisiert. Stets kam auf 2 Volum- 
teile PreBsaft 1 Volumteil Zusatzlésung. Zu jeder Bestimmungsseric 
wurde eine Ammoniakbestimmung an einem wie die Zusatzversuche be- 
handelten Gemisch aus 2 Volumteilen PreBsaft und 1 Volumteil Wasser 
vorgenommen (B-Wert). AuBerdem wurde der Ammoniakgehalt des 
PreBsaftes zu Beginn der Exposition bestimmt (A-Wert). Die mit den 
einzelnen Lésungen nach Vorwiirmung auf die Versuchstemperatur ver- 
mischten Prefsaftansitze kamen dann in ein Wasserbad von 38°. Zu 
verschiedenen Zeitpunkten nach Beginn der Exposition wurden aus allen 
Ansitzen aliquote Teile zur Ammoniakbestimmung entnommen und in 
das gleiche Volumen 4°/, iger Salzsiiure einpipettiert, um die Desaminie- 
rung durch die dabei eintretende stark mineralsaure Reaktion zu unter- 























brechen. 
| 
Tabelle I. 
i : 
mn B oben: mg-°/, Ammoniak; 
y he-| W : e | : j unten: °/, der theoretisch még- 
weg “i _ a lichen Ammoniakbildung 
_ : Bemerkungen 
Datum |™8 Ammoniak] 10 mg | 2 
in 100 eem | Adenyl- | 8,05 mg | 3,6 mg 
PreBsaft siiure |Adenosin| Adenin 
1 4 | ‘ 39,8 — ‘ 
10. 1. 27{ 28 | 16,2 96,39) — Exposition 150 Min. 
2 on | aol At. | 7,0 
27. 1. 27 : | . ay*,| sts, ‘ti, ‘ 30 
8 sii | sii 86,7 | 32,0 17,7 
“si.200rr (= 85,3°/, | 66,1), 7,8 °/, ‘ 60, 
4 a1 | ze | Ot | 187 8,2 ; 
L244” - 7,3%y | 48,5 % 1,6 |, , 50, 
5 . 87,4 | 35,2 16,3 ; 
8. 2.07) FP | Ne 83,2"), | 72,2 "Ie 0 ” 150 
6 38,3 
4. 2 27 4,2 14,0 99,1 , i — *5 150 ” 
7 re 87,0 84,3 i8,5 ; 
19. 2. 27 : a 82,4 lo _ «lid "lo 6,9 lo ld " 
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In der Tab. I finden sich die nach einer bestimmten Ex- 
positionszeit (vgl. Stab 7) festgestellten Ammoniakwerte ver- 
zeichnet, und zwar simtlich in Milligramm auf 100 ccm des 
PreBsaftes. Da das Verhaltnis zwischen PreBsaft- und Substrat- 
menge in allen Ansiitzen konstant gehalten wurde, kann man 
die aus den Ammoniakwerten der Zusatzversuche und den 
dazugehorigen Leerbestimmungen am PreBsaft ermittelten 
Differenzen, die also die Ammoniakbildung aus den jeweils 
zugesetzten Substanzen darstellen, ohne weiteres miteinander 
vergleichen. Es sei bemerkt, da8 eine Mehrabspaltung von 
24,5 mg-°/, des PreBsaftes gegeniiber dem B-Wert dem theo- 
retisch erreichbaren Maximum der Ammoniakbildung ent- 
spricht; dieser Wert ist den kursiv gedruckten unteren Zahlen 
jeder Horizontalreihe zugrunde gelegt, welche, wie auch in 
allen anderen Tabellen der vorliegenden Arbeit, die abgespal- 
tene Ammoniakmenge in Prozenten des theoretisch méglichen 
Maximums angeben. 

Wie sich aus Stab 5 der Tabelle ergibt, wird unter den 
beschriebenen Versuchsbedingungen aus Adenosin stets eine 
betrichtliche Ammoniakmenge in Freiheit gesetzt, deren Werte 
zwischen 11,9 mg-°/, des PreBsaftes oder 48,5°/, der Maximal- 
menge in Versuch 4 und 21,4 mg-°/, des PreBsaftes oder 
87,3°/, des Maximums in Versuch 2 schwanken. Das Adenin 
wird dagegen nur in den Versuchen 3 und 7 zu mehr als 
5°/, desaminiert, in den anderen Versuchen liegt die gebildete 
Ammoniakmenge noch tiefer; in Versuch 5 findet sich im An- 
satz mit Adenin sogar etwas weniger Ammoniak als in dem 
ohne Zusatz exponierten PreBsaft. 

Sehr merkwiirdig verhilt sich die Adenylsiure’) unter 
der Kinwirkung des MuskelpreBsafts. Wihrend in 5 von den 
7 Experimenten eine sehr weitgehende Desaminierung eintritt 
[zwischen 81,2°/, (Versuch 5) und 100°), (Versuch 1 und 6)], 
wurde in zwei Versuchen nur eine sehr geringe Ammoniak- 


') Die verwandte Adenylsiiure war aus Muskulatur dargestellt, wie 
in allen Versuchen dieser Arbeit, wo nicht ausdriicklich anderes ver- 
merkt ist. 
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bildung beobachtet, 5,7°/, der Theorie in Versuch 2 und 7,3°/, 
des Maximums in Versuch 4. Ahnliche Beobachtungen werden 
weiter unten erwihnt werden. Die geringe fermentative Kin- 
wirkung der beiden PreBsafte auf Adenylséure ist um so be- 
merkenswerter, als Adenosin von beiden intensiv desaminiert 
wird; auf die theoretische Deutung dieser Beobachtung 
soll erst nach Besprechung weiterer Tatsachen eingegangen 
werden. 

Die Menge des nach der Exposition in zusatzfreiem PreB- 
saft vorhandenen Ammoniaks ist gerade in denjenigen Ver- 
suchen, in denen Adenylséure sehr schwach angegriffen wird 
(Versuch 2 und 4), auffallend niedrig, sie betragt 6.0 mg-°/, 
baw. 7,8 mg-°/, des PreBsaftes bei Anfangswerten von 6,0 mg-°/, 
bzw. 8,1 mg-°/,, wihrend sie in den fiinf ibrigen Experimenten 
unabhiingig von dem stark schwankenden Anfangsgehalt 
zwischen 14,0 mg-°/, und 17,5 mg-°/, gefunden wird. Man 
darf also sagen, daB gerade solche PreBsifte, welche Adenyl- 
siure nur in geringem MaBe anzugreifen vermégen, auch spon- 
tan kein Ammoniak bilden, in Ubereinstimmung mit dem Er- 
gebnis einer vorangehenden Arbeit von G. Embden und 
H. Wassermeyer, in welcher gezeigt wird, daB die Ammo- 
niakbildung im Muskel zum gréBten Teil, wenn nicht aus- 
schlieBlich, auf Adenylsiure zuriickzufiihren ist. 

SchlieBlich sei noch auf das auffallige Verhalten des in 
Versuch 4 benutzten Prefsaftes hingewiesen, der nach der 
Exposition deutlich weniger Ammoniak enthielt als zu Ver- 
suchsbeginn. Dieser Erscheinung begegnet man Ofter, wenn 
man den zeitlichen Verlauf der Ammoniakbildung im PreBsaft 
genauer verfolgt; man beobachtet dann, daB in der ersten Zeit 
des Versuchs die Ammoniakmenge etwas absinkt und daB erst 
nach 30—60 Minuten eine erhebliche Ammoniakentwicklung 
einsetzt. Es erscheint nicht als ausgeschlossen, diese Beob- 
achtungen im Sinne einer synthetischen Bildung von Adenosin- 
phosphorsiiure zu deuten. Untersuchungen iiber diese Frage 
sind im hiesigen Institut in Angriff genommen. 

Von den im vorangegangenen geschilderten Versuchs- 
ergebnissen erscheint die Tatsache als bemerkenswert, dab das 
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freie Adenin im Gegensatz zu seinen an Koblehydrat gebun- 
denen Derivaten im Muskel stets nur in sehr geringem Aus- 
maBe desaminiert wird. Da es wiinschenswert war, zu priifen, 
ob auch ein Muskelpriparat, in dem die Struktur nicht so 
weitgehend zerstért ist wie im PreBsaft, ein ahnliches Verhalten 
zeigen wirde, habe ich entsprechende Versuche auch an zer- 
kleinerter Muskulatur angestellt. AuBer den Adeninderivaten 
wurden in dieser Weise noch Guanylsiure, Guanosin und 
Guanin untersucht. 


Ich ging dabei in der Weise vor, daB von dem mit der Schere 
hergesteliten, gut durchmischten Muskelbrei etwa gleichschwere Por- 
tionen (die Unterschiede betrugen innerhalb des Einzelversuchs nicht 
mehr als 10°/,) in vorgewogene Erlenmeyerkélbchen eingefillt wurden, 
welche 15 ecm der entsprechenden Versuchslésung enthielten. Nach der 
Wigung wurden die Ansiatze in ein Wasserbad von der bei den einzelnen 
Versuchen angegebenen Temperatur gebracht; nach Beendigung der Ex- 
position wurden die Fermentvorgiinge durch Zufiigen von '/, Volumen 
4°/,iger Salzsiure unterbrochen. In besonderen Ansitzen wurde die 
spontan, d. h. ohne Zusatzsubstanz unter denselben Versuchsbedingungen 
entstandene Ammoniakmenge (B-Wert), in einigen Versuchen auch das 
priformierte Ammoniak (A-Wert) an einer Muskelportion bestimmt, die 
zur sofortigen Unterbrechung der fermentativen Vorgiinge in 10 ccm 
1°/,iger Salzsiure versenkt worden war. 

Die Versuchslésungen wurden in der Weise bereitet, daB 14 ccm 
der betreffenden Pufferlésung (in Versuch 1—6 2°/,iges Natriumbicar- 
bonat, in Versuch 7 n/10-Natriumacetatgemisch vom py 5,7) mit 1 ccm 
einer Lésung vermischt wurden, die die zu untersuchende Zusatzsub- 
stanz in der einer 1°/,igen Adenylsadurelésung ‘iquimolekularen Konzen- 
tration enthielt. Es sei bemerkt, daB in allen Zusatzversuchen der vor- 
liegenden Arbeit auf die eben besprochene Weise vorgegangen wurde, 
soweit es sich um Menge, Konzentration und Bereitung der Zusatz- 
lésungen handelt. Schwierigkeiten verursachte die Herstellung der Gu- 
aninlésung; ich muBte mich damit begniigen, eine feine Suspension von 
Guanin dadurch herzustellen, daB die Substanz in Natronlauge gelést 
und mit Salzsiure langsam neutralisiert wurde. Adenylsiure wurde 
stets mit Natronlauge, das tertiiire guanylsaure Natrium mit Salzsdure 
neutralisiert. 

Bei der Bewertung der Versuche ist zu beriicksichtigen, da8 die 
Menge des abgespaltenen Ammoniaks als Differenzwert ermittelt wird; 
da die dfters vorgenommenen Doppelbestimmungen des B-Werts im 
selben Versuch um etwa 0,2 mg-°/, der Muskulatur schwanken, so wird 
dadurch im Desaminierungsversuch bei Verwendung von 2 g Muskulatur 
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eine Ammoniakabspaltung von 0,04 mg, das sind etwa 8°/, der theoretisch 
zu erwartenden Menge, noch in den Fehlerbereich einbezogen. Durch 
Verringerung der Muskelmenge liB8t sich diese Ungenauigkeit gerade bei 
Zusatzversuchen mit schwer angreifbaren Substanzen nicht vermeiden, 
da man eine geniigende Fermentmenge zusetzen mu8, um die an sich 
schon geringe Desaminierung nicht ganz zu iibersehen. 


Wie Tab. II zeigt, verhalt sich der Muskelbrei gegen die 
untersuchten Substanzen ebenso wie der PreBsaft, soweit man | 
den Gegensatz in der Angreifbarkeit des gebundenen und des | 
freien Adenins ins Auge faBt. Wahrend Adenylsiiure in Ver- | 
such 7 zu 80°/,, Adenosin zu annihernd 60°/,, in Versuch 2 
zu fast 90°/, der Theorie gespalten wurde, zeigen die Ver- 
suche 2—6, daB die Ammoniakbildung aus der Aquivalenten | 
Menge Adenin 10°/, der Theorie nie erreicht. Gleichwohl | 
darf man aus dem iibereinstimmenden Ausschlag von 5 Versuchen 
schlieBen, daB der zerkleinerten Muskulatur eine geringe Fahig- —} 
keit zur Desaminierung dieses Aminopurins zukommt. In 
Versuch 7, der bei saurem p,, angestellt wurde, ergab sich 
allerdings im Adeninansatz eine etwas geringere Ammoniak- 
menge als im Leerversuch. Die Feststellung einer schwachen 
Adenasewirkung im quergestreiften Kaninchenmuskel wider- 
spricht nicht den Befunden friitherer Autoren, vor allem 
W. Jones, die im Muskel aller untersuchten Saugetiere, mit 
Ausnahme des Rindes, die Adenase vermibten; denn die damals 
angewandten Methoden, die alle auf der priparativen Isolierung 
des gebildeten Hypoxanthins bzw. der Wiederauffindung des 
zugesetzten Adenins beruhten, waren nicht geeignet, so gering- 
fiigige Enzymwirkungen aufzudecken.}) Ubrigens muB auch 
bei der Beurteilung meiner eigenen Ergebnisse der Schwer- 
punkt auf den scharfen Gegensatz gelegt werden zwischen den 
leicht desaminierbaren, an Kohlehydrat gebundenen Adenin- 
derivaten und dem schwer angreifbaren, freien Adenin. 

Die Gcuaninderivate erweisen sich, wie aus den Versuchen 1, 
2 und 7 hervorgeht, im Breiversuch (iibrigens auch gegeniiber 


ee 


‘) Es ist iibrigens nicht auszuschlieBen, da’ in meinen Versuchen 
am Brei und auch am PreBsaft der Desaminierung des Adenins seine 
Bindung an Pentose oder Pentosephosphorsiure vorausging. 
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PreBsaft) samtlich als sehr resistent, wenngleich auch bei diesen 
Verbindungen eine geringe Ammoniakabspaltung nicht vollig 
auszuschlieBen ist. 


3. Das adenylsdauredesaminierende Ferment. | 


I. Extraktion des Ferments aus der Muskulatur. 


Das adenylsiurespaltende Enzym laBt sich sehr leicht aus 
der Muskulatur mit schwachen Alkalien oder Saéuren oder durch | 
Freilegung mit Hilfe von proteolytischen Fermenten extrahieren. ) 
Die mit schwachem Alkali (Natriumbicarbonat) hergestellten | 
Fermentlésungen unterscheiden sich von den iibrigen jedoch 
scharf durch ihre fast véllige Unwirksamkeit gegen Adenosin. 
Diese Tatsache im Verein mit dem so wechselnden Verhiltnis 
der enzymatischen Wirksamkeiten gegen die beiden Sub- 
stanzen im PreBsaft legten den Gedanken nahe, daB die beiden 
untersuchten Verbindungen des Adenins im Kaninchenmuskel 
durch zwei verschiedene spezifische Fermente desaminiert 
werden. 


Darstellung der alkalischen Enzymextrakte. Die frische 
Muskulatur eines Kaninchens wird durch die Fleischmiihle getrieben 
und mit dem 3 fachen Volumen einer 2°/,igen Natriumbicarbonatlésung 
bei Zimmertemperatur 11/, Stunden lang geschiittelt. Dann wird durch 
ein grofBes Faltenflilter filtriert, wobei das Filtrat wie die auf dem Filter 
befindliche Suspension mit Toluo! iiberschichtet wird, um Bakterien- 
wachstum hintenanzuhalten und dem Entweichen der Kohlensiure wihrend 
der Filtration vorzubeugen. Die Filtration verlaéuft stets rasch und 
liefert eine klare, braun gefirbte Fliissigkeit, die sich aber meist schon 
nach einem Tage triibt und allmiahlich einen flockigen Niederschlag 
absitzen lift. Das Extrakt ist ohne weitere Vorbehandlung enzymatisch 
stark wirksam; fiir quantitative fermentchemische Beobachtungen wird 
es mit n/1-Essigsiiure versetzt, bis blaues Lackmuspapier eine bleibende 
schwache Rotfiirbung zeigt, und dann die noch geléste Kohlensdure 
durch Evakuieren entfernt. Hierbei bildet sich immer ein erheblicher 
EiweiBniederschlag, den man abzentrifugiert. Die Wirksamkeit nimmt 
bei dieser Behandlung nicht merklich ab, doch wurde der Niederschlag 
auf seinen Fermentgehalt nicht gepriift. 

Die so hergestellten Bicarbonatextrakte sind sehr haltbar; wenn 
man sie unter Toluol aufhebt, behalten sie bei Zimmertemperatur etwa 
6 Wochen lang ihre Wirksamkeit; in dieser Zeit andert sich ihr Am- 
moniakgehalt nicht, ein Beweis dafiir, da8 fiir fermentchemische Zwecke 
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die Hemmung des Bakterienwachstums durch Toluol hinreicht, und da8 
auch eine autolytische Ammoniakbildung aus EiweiB nicht in Frage 
kommen kann. Stets bildet sich mit der Zeit ein flockiger Niederschlag, 

und diese physikalisch-chemischen Verinderungen in der Lésung sind 
wohl die Ursache fiir die geringe Brauchbarkeit alter Extrakte zu 

| Adsorptions- und Elutionsversuchen. Am besten bewahrt man die Ex- 
trakte bei alkalischer Reaktion auf und nimmt die Neutralisation mit 
Essigsaure erst zu Beginn jedes einzelnen Versuches vor, da bei saurer 
Reaktion die Fermentlésung innerhalb einiger Tage unwirksam wird. 

| Der Stickstoffgehalt der Extrakte liegt zwischen 0,25 und 0,35°/,, wihrend 

MuskeilpreBsifte bei einer meist viel geringeren Wirksamkeit 1,3—29/, 
Stickstoff enthalten. Die Eigenschaften der Bicarbonatextrakte sind 
zum Unterschiede von denen der PreSsifte sicher reproduzierbar, falls 
man auf die RKeinheit des Natriumbicarbonats, vor allem auf die Ab- 
wesenheit von Soda, achtet. 


Die Messung der enzymatischen Wirksamkeit der in der 
beschriebenen Weise hergestellten Fermentlésungen, die kiinftig 
als Extrakte 4 bezeichnet werden sollen, kann als Grund- 


Tabelle III. 





1 2 3 | 4 5 
Aus der zugesetzten 
) Ammoniak- Substanz gebildete 
Ver- gehalt der Ammoniakmenge in mg 


suchs-Nr. angewandten und in °/, der theore- 
Extrakt- tischen Menge 
Datum | Menge (2ccm)j————_____—_ 


Bemerkungen 


Adenyl- | 





eny! | Adenosin 
mg siure | 
1 0,445 | 0,024 Frisches Extrakt, nicht 
13. 5. 27 0,073 | mit Essigsiure ange- 
| siiuert 
90,8°], | 4,96 Expositionszeit 60 Min. 
| bei 33°, Bicarbonat- 
pufferung 
2 0,259 0,0 Frisches Extrakt, mit 
18. 8. 27 0,071 Kssigsiure auf py 7,5 
gebracht 
52,9 °/, 0,0 Phosphatpufferung 





| (py 7) 2cem Enzym- 
| lésung + 10 eem n/10- 
| Phosphatpuffer, Ex- 
positionszeit 30 Min. 
bei 38° 














Y———— 
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lage fiir die quantitative Bestimmung des Knzyms dienen; 
denn unter geeigneten Versuchsbedingungen steht die Zeit, 
die zur Bildung einer festgesetzten Ammoniakmenge erforder- 
lich ist, im umgekehrten Verhiltnis zur angewandten Menge 
der Fermentlésung. 


Versuchsbeispiele. 


1. Die mittels Bicarbonatlésung erhaltenen Extrakte aus | 
Kaninchenmuskulatur sind gegen Adenosinphosphorsaure stark | 
wirksam, gegen Adenosin fast oder ganz unwirksam, wie die 
beiden in Tab. Il] wiedergegebenen Versuchsbeispiele zeigen. | 


Tabelle IV. 
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a aooemes a ee ee enaatannccgmammaniaanien en 
Aus 10 mg Adenylsiure gebildete 

Ammoniakmenge in mg und in °/, 
Ver- der theoretischen Menge 


























suchs-Nr. oben: Enzymmenge Bemerkungen 
unten: Versuchszeit 
Datum Saye ! 
0,25 cem | 0,5 eem | 1,0 cem | 2,0 cem 
160 Min. | 80 Min. | 40 Min. | 20 Min. | 
1 0,090 | 0,093 | 0,120 5° — 6 Tage altes Extrakt 
23. 3. 27 | 18,3°/, | 19,0°%, | 24,5 °/, _ 
2 — | 0,291 | 0,303 | 0,303 | 3_,, m i 
27. 3. 27 — | 59,4°/) | 61,8°/, | 61,8 °/, 
3 — | 0,240 | 0,267 | 0,240 | 3 ,, . a 
4.4. 377 — | 49,0°, | 54,5°/, | 49,0°%, 


2. Die zur Bildung einer bestimmten Ammoniakmenge 
notwendige Reaktionszeit ist umgekehrt proportional der an- 
gewandten HKnzymmenge. 

In den 3 Versuchen der Tab. IV wurden je 3 Ansiitze vorgenommen, 
derart, da8B die verwandten Enzymmengen von Ansatz zu Ansatz ver- 
doppelt wurden, MHierbei ergibt sich bis auf Versuch 1, der an einer 
sehr schwach wirksamen Fermentlésung angestellt wurde, da8 jeweils 
durch die doppelte Fermentmenge in der halben Zeit gleiche Ammoniak- 
mengen abgespalten wurden. 

Das Gesamtvolumen betrug iiberall 15 eem, die Aciditét war durch 
Zusatz von n/10-Natriumphosphatgemisch auf py 6,8 gebracht, die Ver- 
suchstemperatur war 37°. 
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Die Darstellungsmethode der Bicarbonatextrakte konnte 
durch Vorextraktion der Muskulatur mit isotonischer Koch- 
salzlésung wesentlich verbessert werden, welche von dem Fer- 
ment nur Spuren aufnimmt, aber die Muskulatur von einer 
sroBen Menge anderer léslicher Stoffe befreit. Aus dem Riick- 
stand des Kochsalzextrakts liBt sich die gesamte Menge des 
Enzyms in wirksamer Form mit Natriumbicarbonat heraus- 
lésen, und es ist verstiindlich, daB der durch aufeinander- 
folgende Extraktion mit zwei waBrigen Fliissigkeiten bedingte 
Reinigungseffekt ein bedeutender ist. Vor ailem gelingt es 
so, Ohne merklichen Enzymverlust das Ferment von den mit 
anderen Reinigungsmethoden bisher nicht abtrennbaren Blut- 
und Muskelfarbstoffen véllig zu befreien und den Stickstoff- 
gehalt auf einen Bruchteil der in den Bicarbonatextrakten 4 
vorhandenen Menge zu vermindern. Wahrend — wie erwaihnt — 
der Stickstoffgehalt der Bicarbonatextrakte 4 0,25—0,35°/, 
betrigt, schwankt er in den aus vorextrahierter Muskulatur 
gewonnenen Hermentlisungen, die kiinftig als Extrakte B be- 
zeichnet werden sollen, zwischen 0,025 und 0,04°/. Diese 
Extrakte stellen gegenwirtig das fiir enzymchemische Unter- 
suchungen geeignetste Priparat der Adenylsiuredesaminase 
und das beste Ausgangsmaterial fiir weitere Versuche zur 
Reinigung des Ferments dar. 

Darstellung: Da nur helle Muskeln ihren Farbstoff véllig an die 
Kochsalzlésung abgeben, verwendet man nur die hellen Anteile der 
Kaninchenmuskulatur, welche nach Zerkleinerung mit der Fleischmiihle 
in dem 4—5 fachen Volumen 0,85°/,iger Kochsalzlésung aufgeschwemmt 
und etwa '/, Stunde auf der Maschine geschiittelt werden. Der auf 
groBer Nutsche iiber feuchter Gaze abgesaugte, schon fast farblose 
Riickstand wird nun nochmals 20 Minuten lang mit der 4 fachen Menge 
der Kochsalzlésung geschiittelt und die geschilderte Prozedur des Aus- 
waschens noch zweimal an dem Riickstand wiederholt. Hierbei mu8 
der Riickstand jedesmal von der Nutsche genommen und mit der Koch- 
salzlésung verriihrt werden; das Schiitteln ist bei den beiden letzten 
Wiederholungen des Waschens nicht mehr nétig. Der schlieBlich resul- 
tierende, villig ungefiirbte Riickstand wird nun in dem dem Dreifachen 
des urspriinglichen Muskelgewichts entsprechenden Volumen 2°/,iger 
Natriumbicarbonatlésung aufgeschwemmt und etwa 1 Stunde lang bei 
Zimmertemperatur geschiittelt. Es entsteht eine dickfliissige, weiBe 
Paste, die nicht ohne weiteres filtrierbar ist. Stumpft man jedoch die 
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alkalische Reaktion des Breis ab, indem man auf 1000 ccm angewandter 
Bicarbonatlésung 17 ccm 10°/,iger Essigsiure langsam unter starkem 
Schiitteln zugibt, so 14Bt sich die Masse leicht durch ein groBes Falten- 
filter filtrieren. Hierbei wird wiederum in der friiher geschilderten 
Weise die filtrierende Suspension und das Filtrat mit Toluol tber- 


Tabelle V. 














a ae 3 4 
Aus zuge- 
i ” setzter Ade- 
AmMONIAK- | nylsiure ge- 
Versuchs-Nr.}| gehalt der | bildete Am- 
es Ferment- eomgpanaren: Bemerkungen 
atum - . in mg un 
lésung in in */ der 
theoretischen 
mg Menge 
la 0.03 0,464 8 Tage alter Extrakt, 3 ccm 
6. 3. 28 , wT *), zum Versuch verwandt, Ex- 
position 90 Min. bei 37° 
ib 0.03 0,078 Das.im Versuch 1a verwandte 
8, 3. 28 : 15,9 */, Extrakt wurde 2 Tage spiater 
unter gleichen Versuchsbedin- 
gungen gepriift 
2 0.02 0,440 5 Tage altes Extrakt. 
26. 3. 28 , 90,0 °/, Versuchsbedingungen im _ iib- 
rigen wie Versuch 1 
3 0.01 0,454 9 Tage altes Extrakt. 
16. 2. 28 , 92,7 °/, 5ecm verwandt, Exposition 
120 Min. bei 37° 
4 0.03 0,445 6 Tage altes Extrakt. 
16. 2. 28 , 91,0 J, Versuchsbedingungen im _ iib- 
rigen wie im Versuch 3 
5 0.03 0,391 2 Tage altes Extrakt. 
22. 2. 28 : 80,0 /, Versuchsbedingungen wie im 
Versuch 3 
6 0.03 0,476 6 Tage altes Extrakt. 
3. 3. 38 , 7%, Versuchsbedingungen wie im 
Versuch 3 











a 


schichtet. Das Filtrat ist ganz ungefiirbt, zeigt aber deutliche Opalescenz, 
die nach einem Tag schon erheblich zunimot, ohne daB es auch nach 
lingerer Zeit zu einer Flockung kommt. Aus 300 g Muskulatur werden 
in der geschilderten Weise etwa 600—800 ccm Enzymlésung gewonnen. 


Die so erhaltene Fermentlésung ist stark wirksam, aber 
viel weniger haltbar als die Extrakte 4. Die Fiahigkeit zur 
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Desaminierung bleibt in den bei Zimmertemperatur mit Toluol- 
gusatz aufbewahrten #-Extrakten gewéhnlich 4—10 Tage auf 
eleicher Hohe, nimmt aber dann oft im Laufe von zwei bis 
drei weiteren ‘l'agen schnell bis zur Inaktivitit ab. Bei der 
bequemen Gewinnung der Lésungen und bei der leichten Re- 
produzierbarkeit ihrer Kigenschaften bedeutet dieser Umstand 
jedoch keinen wesentlichen Nachteil. Auch die Extrakte B 
biiBen durch die Neutralisation mit Kssigsiiure nichts von 
ihrer Aktivitit ein. Sind sie in frischem Zustand, so labt 
sich nur ein sehr geringes Sediment nach der Neutralisation 
abtrennen und das Zentrifugat bleibt opalescent. Die Tab. V 
die einen Auszug aus dem iiber die Wirksamkeit von etwa 
40 B-Extrakten vorliegenden Versuchsprotokollen enthiilt, er- 
liutert die Reproduzierbarkeit der Versuchsergebnisse. 

Wie sich aus Stab 2 dieser Tabelle errechnet, iiberschreitet 
der Ammoniakgehalt derartiger Enzymlésungen im Gegensatz zu 
den ammoniakreichen Extrakten 4 nirgends 1 mg pro 100 ccm. 
Die Wirksamkeit des Ferments wurde bei Bicarbonatpufferung 
untersucht, indem zu den jeweils in Stab 4 angegebenen 
Mengen noch bicarbonathaltigen Extraktes 10 ccm 2°/, iger 
Natriumbicarbonatlésung zugefiigt wurden. In den Versuchen la 
und 1b wurde dasselbe Extrakt unter den gleichen Bedingungen 
nach 8 bzw. 10 Tagen auf seine Wirksamkeit gepriift. Wie man 
sieht, ist durch die um 2 Tage verlingerte Aut bewahrungszeit 
die Aktivitét sehr stark abgeschwicht worden. Die Einzel- 
heiten der Versuchsbedingungen gehen fiir diese und die 
iibrigen Versuche aus der letzten Spalte hervor. Die vier 
verschiedenen Extrakte, die zu den Versuchen 3—6 benutzt 
wurden, waren 2—9 Tage alt und zeigten unter den gleichen 
Versuchsbedingungen fast die gleiche Wirksamkeit. 


II. Einige Eigenschaften der Adenylsauredesaminase, 
untersucht an 4-Extrakten. 
l. Abhangigkeit der Wirksamkeit von der Ferment- 
menge. 
Wie nach den an d4-Extrakten erhaltenen Ergebnissen zu 


erwarten war, gilt auch fiir die B-Lésungen die einfache Be- 
Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. CLXXIX. 18 
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Tabelle VI. 














1 2 | 3 | 4 5 
Aus 10 mg Adenylsiiure gebildete 
Ammoniakmenge in mg und in °%, 
Ver- der ‘Theorie 
suchs-Nr. oben: Enzymmenge Bemerkungen 
unten: Versuchszeit 
Datum “aii 
0,5 eem 1,0 cem 2,0 ecm 
80 Min. 40 Min. 20 Min. 
1 0,328 0,328 0,320 24 Stdn. altes Extrakt 
8. 12. 27 669°, | 669%, | 663%, 
2 0,304 0,304 | 0,304 | 2 Tage altes Extrakt 
8. 12. 27 62,0 °/, 62,0°, | 62,0, 


ziehung, daB die zur Bildung einer bestimmten Ammoniak- 
menge notige Zeit der angewandten Menge des Enzympriparats 
umgekehrt proportional ist. Die Versuche hieriiber sind in 
Tab. VI zusammengestellt und entsprechen in allen Einzel- 
heiten der Anordnung den in Tab. IV wiedergegebenen Experi- 
menten. Der Extrakt war durch das Ansiuern mit n/10- 
Kssigsiure auf etwa das Doppelte verdiinnt worden. 


2. Das p,,-Optimum der Aktivitat. 
Die Adenylsiiuredesaminase besitzt, wie Figg. 1 und 2 
zeigen, ein sehr scharf ausgeprigtes Aktivitiits-p,-Optimum 
zwischen p,, 5,7 und 'p,, 6,15. 


mg Ammoniak 
os 





oe 





on 





























Versuch 1. 2.4.28. Als Fermentlésung diente ein 3 Tage 
altes Bicarbonatextrakt. 
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a) Fermentlisung. Das vorsichtig mit n/10-Essigsiiure angesiiuerte 
Extrakt wurde durch Evakuierung von Kohlensiiure befreit; nach Filtra- 
tion wurden von der Liésung fiir jeden Einzelversuch 4 cem verwandt. 

b) Adenylsiurelésung. Zu jedem Ansatz wurden 3 cem einer 
Lésung benutzt, die 9,9 mg mit Natronlauge neutralisierte Adenylsiiure 
enthielten. 

e) Pufferlésungen. Um zur Orientierung die p,-Aktivititskurve 
fiir einen méglichst groBen Bereich aufnehmen zu kiénnen, lieB es sich 
nicht vermeiden, verschiedenartige Puffergemische zu verwenden. Alle 
Puffergemische wurden in n/10-Lésung benutzt und die Wasserstofizahl 
potentiometrisch nach Vermischen von 10 ccm Putierlésung und 4 cem 
Extrakt fiir jedes Gemisch bestimmt. Fiir die Ansiitze bei py 4,45 und 
5,90 wurden Natriumacetat-Essigsiuregemische, fiir py 6,3 und 7,4 Na- 
triunphosphatgemische, fiir p;, 8,4 und 9,2 Glykokol!-Natronlaugegemische 
verwandt. 

Ausfiihrung des Versuchs. In 6 Reagenzgliischen wurden je 10 cem 
Puffer und 3ccem Adenylsiurelésung einpipettiert; nach Vorwirmung 
auf die Versuchstemperatur wurden in Abstiinden von genau 1 Minute 
in jedem Ansatz 4cem der ebenfalls vorgewiirmten Fermentlisung ge- 
geben und jeder Ansatz 45 Min. exponiert. Die Unterbrechung geschah 
mit 4 cem 4 °/,iger Salzsiiure. 

Der Verlauf des Versuchs geht aus Fig. 1 hervor. Auf 
die Abszisse ist der p,, aut die Ordinate die gebildete 
Ammoniakmenge in Milligramm aufgetragen. Wie man sieht, 
ist bei einem p,, von 4,45 die ‘sehr geringe Menge von 0,044 mg 
Ammoniak abgespalten, bei p, 7,4 betrigt die Ammoniak- 
abspaltung 0,108 mg; zwischen diesen beiden Punkten findet 
sich ein’ Maximum der Ammoniakbildung bei p, 5,9 mit 
0,493 mg; bei p,, 6,3 ist die Ammoniakbildung schon weitaus 
geringer und fallt von hier nach der alkalischen Seite weiterhin 
ab, bis bei p,, 9,2 keine Desaminierung mehr festzustellen ist. 

Um den Verlauf der p,,-Aktivititskurve in der Gegend 
des p,,-Optimums genauer festzustellen und um die Pufferung 
mit einem gleichartigen Puffergemisch durchfiihren zu kénnen, 
wurde eine zweite Kurve im Bereich des Acetatgemisches autf- 
genommen. Die Technik war im iibrigen dieselbe wie in Ver- 
such 1, nur betrug das Gesamtvolumen in den einzelnen An- 
sitzen 18 ccm, die Expositionszeit 30 Minuten. 

In der in Fig. 2 wiedergegebenen Kurve liegt die héchste 
beobachtete Ammoniakabspaltung bei p,, 5,7. Sie ist bei 

18* 


aaa 
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p,, 6,15 ein wenig geringer und fallt von diesen beiden Aci- 
dititspunkten nach beiden Seiten hin steil ab; deshalb diirfte 


mg Ammoniak 
as 














das wahre Maximum in diesem Versuche zwischen p,, 5,7 und 
6,15 etwa bei 5,9 gelegen haben. 


c) Die Spezifitit der Adenylsiuredesaminase. 
Die Bicarbonatextrakte & wirken nur auf Adenyl- 
siure desaminierend ein. Es wurde eine Reihe anderer 
Substanzen dem EKinfluB derartiger Fermentliésungen unter- 
worfen; bei keinem der untersuchten Stoffe konnte eine Spur 
von Ammoniakbildung festgestellt werden. Folgende Kérper 
wurden gepriift: Glykokoll, d,l-Alanin, 1-Cystin, d,l-Serin, 
d,l-Phenylalanin, 1-Tyrosin, 1-Tryptophan, l-Histidin, d.l-Leucin, | 
d,l-Isoleucin, d,l-Norleucin, d-Glutaminsiure, Glutamin, d,]- 
Asparaginsiure, d,l-Asparagin, d,l-Alanylglycin, d,l-Leucyl- 
elycin, Taurin, Kreatin, Kreatinin, Harnstoff, Guanidin, von 
Purinderivaten Adenin, Guanylsiiure, Guanosin und Guanin. 
Das Adenosin wird auch von den #-Extrakten, aber nur 
in ganz geringem Mage und nur bei Verwendung langer Ex- 
positionszeiten und relativ grofer Enzymmengen angegriffen. 
In den Versuchen der Tab. Vil wurden sechs verschiedene 
Bicarbonatextrakte in ihrer Wirkung auf Adenylsiure und 
Adenosin vergleichend untersucht, wobei jeweils einer be- 
stimmten Menge des Extraktes, die aus dem Stab 2 hervor- 
geht, 10 ccm 2 °/, iger Natriumbicarbonatlésung zugefiigt wurden. 


/0 
In den vier ersten Versuchen, bei denen die Expositionszeit 
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Tabelle VII. 














i 2 3 4 0 
ra mg Ammoniak ge- 
5 ildet aus 
Versuchs-| 2 ,, bildet aus 
T = 
Nr. ee Adenyl- Adenosin Bemerkungen 
Dat Ps saure 
atum = 
ee = darunter die Proz. 
~ der theoret. Menge 
5 0,455 0,0 3 Tage altes Extrakt. Exposi- 
4,2. 28 = 02.9%), tion: 90 Min. bei 37° 
2 5 0,438 0,0 24 Stdn. altes Extrakt. Exposi- 
4,2. 28 = 89,4 */, tion wie in Versuch 1 
3 5 0,474 0,0 Frisches Extrakt. Exposition 
22. 2. 28 =n 06,7 */, wie in Versuch 1 
4 5 0,449 0,0 24 Stdn. altes Extrakt. Exposi- 
24. 2.28 = 97,6 °°, tion wie in Versuch 1 
5 10 0,409 0,042 Frisches Extrakt. Exposition: 
6, 2. 28 2§2,5°. | wOe*), 240 Min. bei 38° 
6 10 0,450 0,034 2 Tage altes Extrakt. Exposi- 
10. 2. 28 =91,8°, | »~7 0%, tion: 240 Min. bei 38° 


90 Minuten und die Menge der angewandten Fermentlésung 
5 com betrug, konnte bei fast vollstiindiger Spaltung der 
Adenylsiure keinerlei Wirkung auf Adenosin beobachtet werden, 
wiihrend es in den letzten beiden Versuchen bei 4 stiindiger 
Exposition und der doppelten Fermentmenge zu einer ganz 
geringfiigigen Abspaltung kam. Es ist nicht ganz ausgeschlossen, 
wenn auch unwahrscheinlich, daB in den letzten beiden Ver- 
suchen giinstigere Pufferungshedingungen fiir die Adenosin- 
spaltung vorgelegen haben. 

DaB die geringfiigige Wirkung der Bicarbonatextrakte B 
auf Adenosin auf eine Beimengung von adenosinspaltendem 
Ferment zuriickzufiihren ist, geht aus weiter unten zu schildern- 
den Versuchen hervor. Da die Wirkung dieser Beimengung 
sich unter geeigneten Bedingungen mit Sicherheit véllig unter- 
driicken liBt, kann ein in der beschriebenen Weise hergestellter 
Fermentextrakt als empfindliches, streng spezifisches Reagens 
auf Adenosinphosphorsiiure verwendet werden, wie dies bereits 


i irra aaa 
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in einer vorangegangenen Untersuchung von H. Résch und | 
W. te Camp?) geschehen ist. | 

Die weitgehende Spezifitit des adenylsiuredesaminierenden 
Fermentes fiihrte schlieBlich zur Aufdeckung einer bisher nicht | 
vermuteten Isomerie. In einer eingangs erwihnten Arbeit von 
G. Embden und M. Zimmermann wurde die von ihnen aus 
Muskeln isolierte Adenylsiure auf Grund der Schmelzpunkts- 
bestimmungen, der Drehungsrichtung ihrer Lésungen und der 
Klementaranalyse fiir identisch mit der aus Hefenucleinsiure 
von Jones und Kennedy?) zuerst dargestellten und von 
P. A. Levene®) genau beschriebenen Hefeadenylsiure gehalten. 


Tabelle VIII. 


Siimtliche Versuche werden mit Acetatpufferung beim py 5,9 
(Konzentration des Acetats n/15) angestellt. 


























1 2 | 8 | 4 | 5 
mg Ammoniak gebildet aus 
Versuchs-| 10 mg 10mg 10mg Muskel- 
Nr. Muskel- Hefe- = adenylsiure + 
adenyl- adenyl- 10mg Hefe- ssemiepaiae es 
Datum siiure siiure adenylsiure 
darunter die Proz. der theoret. Menge 
1 0,408 0,0 0,374 Im Ansatz mit dem Ge- | 
21. 4.28 | =83,3 °%/, = 76,3 Ff, misch von Muskel- und 
Hefeadeny!lsiure wurde 
die Neutralisation ver- 
sehentlich unterlassen 
(Stab 4). 
2 0,451 0,0 0,408 Vel. Bemerkung zu Ver- 
18. 5.28 | =92,0°%/, = 83,3 %/, such 1 ) 
3 0,487 | 0,0 0,421 Als Hefeadenylsiiure 
17.6.28 | =89,2°, = 85,9 %/, wurde ein von Herrn 
Prof. P. A. Levene 
dargestelltes Priiparat 
benutzt. Das Gemisch 
| wurde neutralisiert 








DaB es sich in Wahrheit um zwei verschiedenartige Sub- 
stanzen handelt, konnte zuerst dadurch festgestellt werden, 





1) Diese Zs. Bd. 175, S. 158 (1928). 
*) Jl. of Pharm. and exp. Ther. Bd, 12, 8. 253 (1918). 
°) Jl. of Biol. Chem. Bd. 41, S. 483 (1920). 
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daB Fermentlésungen, welche aus Muskeladenylsiiure reichlich 
Ammoniak abspalten, nicht die geringste Fihigkeit zur Des- 
_ aminierung der aus Hefe dargestellten Adenylsiure besitzen- 
| Die Ergebnisse dreier derartigen Versuche sind in Tab. VIII 
zusammengestellt, in denen unter streng vergleichbaren Be- 
dingungen beim p,, 5,9 (n/15-Natriumacetatgemisch) die Muskel- 
adenylsiiure, die Hefeadenylsiiure sowie ein Gemisch aus gleichen 

Teilen der beiden Substanzen miteinander verglichen wurden, 

in den Versuchen 1 und 2 das Gemisch aus beiden Sub- 
'  stanzen unter etwas abweichenden p,,-Bedingungen. Die 
Exposition erfolgte iiberall bei 37° und dauerte 60 Minuten. 

Die Versuche zeigen eindeutig, daB die Aminogruppe der 
Hefeadenylsiure im Gegensatz zur Muskeladenylsiure gegen- 
iiber wirksamen Enzymlésungen sich vollig unangreifbar ver- 
hilt. Der Kinwand, dab die Hefeadenylsiurepriiparate hemmende 
Verunreinigungen enthalten haben kénnten, wird dadurch ent- 
kriftet, da&B beim Zusatz eines Gemisches von Muskel- und 
Hefeadenylsiiure fast ebensoviel Ammoniak abgespalten wird 
wie aus reiner Muskeladenylsiure; die geringe Minderbildung 
von Ammoniak, die beim Zusatz eines Gemisches im Vergleich 
) gu reiner Muskeladenylsiure stattfindet, kann das Resultat im 

Prinzip nicht beeinflussen und ist vielleicht auf die Bindung 
einer gewissen Enzymmenge durch die Hefeadenylsiure, in den 
Versuchen 1 und 2 méglicherweise auf die etwas abweichende 
Reaktion zuriickzufiihren. 

Um den weiteren Kinwand, dab die bei der Darstellung 
der Hefeadenylsiure nétige Vorbehandlung der Nucleinsaure 
) mit Alkalien (Natronlauge oder Ammoniak), die bei der Iso- 
herung der als freies Mononucleotid vorkommenden Muskel- 
adenylsiiure wegfillt, die Konstitution der Hefeadenylsiure ver- 
fndern und diese Substanz dadurch fiir das Muskelenzym 
unangreifbar machen kénnte, zu priifen, habe ich Muskel- 
adenylsiure einer entsprechenden Vorbehandlung durch 24 stiin- 
diges Stehen mit 1°/,iger Natronlauge unterworfen, mit dem 
Ergebnis, daB aus dem vorbehandelten Praiparate genau so 
viel Ammoniak durch das Enzym abgespalten wurde, wie ohne 
Vorbehandlung. An der chemischen Verschiedenheit der beiden 











i 
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Substanzen, die in einer nachfolgenden Arbeit von G. Embden 
und G. Schmidt auch an Hand von chemischen und physi- 
kalischen Methoden erwiesen wird, kann sonach kein Zweifel 
mehr bestehen. Durch die Liebenswiirdigkeit von Herrn Prof. 
P. A. Levene’) war es mir méglich, die erhaltenen Ergebnisse 
an einem von Levene selbst dargestellten Priparate von 
Hefeadenosinphosphorsiure zu bestitigen. 


Der Nachweis der verschiedenen Natur der Hefeadenyl- 
siure und der Muskeladenylsiure beriihrt nicht die Befunde die 
iiber die Desaminierung des Adenosins im Muskel erhoben 
worden sind. Denn nach den Untersuchungen von P. A. Levene 
und seinen Mitarbeitern erhalt man aus Hefenucleinsaéure durch 
chemische Aufspaltung und Desaminierung ein mit dem Inosin 
des Muskels voéllig identisches Hypoxanthosin; daher muB die 
Adenosinkomponente beider Adenylsiiuren identisch sein, und es 
bleibt keine andere Moéglichkeit, die chemischen Unterschiede 
zwischen den beiden Adenylsiiuren zu erkliiren als die An- 
nahme, daB die Stelle der Phosphorsiurebindung bei beiden 
Substanzen eine verschiedene ist. Der Befund von Gyorgy), 
daB hefenucleinsaures Natrium durch zerkleinerte Muskulatur 
angegriffen wird, ist sicher nicht auf die Wirksamkeit der 
Nucleotiddesaminase zuriickzufiihren. Denn von wirksamen 
B-Extrakten werden Hefenucleinsaiurepriparate von Merck und 
von Bohringer nicht angegriffen, 





') Herr P. A. Levene teilt mir itbrigens freundlichst mit, daB er 
bereits vor langerer Zeit auf Grund der verschiedenen Haftfestigkeit 
des Phosphorsiiureradikals bei der Siurehydrolyse die Vermutung aus- 
gesprochen habe, dab zwischen der Inosinsiiure und den aus Hefe- 
nucleinsiiure gewonnenen Purinmononucleotiden ein struktureller Unter- 
schied bestiinde. Er hiilt es fiir wahrscheinlich, da8 der Bindungsort 
der Phosphorsiiure in den Hefepurinnucleotiden ein anderer ist wie in 
der Inosinsiiure, in der nach seinen Untersuchungen die Phosphorsiure 
mit der endstiindigen Alkoholgruppe der Pentose verestert ist. Die 
Befunde, die dieser Ansicht zugrunde liegen, sind in einer Unter- 
suchung von M. Yamagawa (Jl. of Biol. Chem. Bd. 43, S. 339 (1920)) 
enthalten. E mbden. 

”) A.a. QO. Anm. 2. 
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n d) Einige Versuche zur Kinetik der enzymatischen 
1- Adenylsiuredesaminierung. 
2} Uber die Reaktionskinetik der fermentativen Adenylsiure- 
f. spaltung wurden bisher nur wenige Versuche angestellt, und 
- zwar bei einem p,, von 6,9, der nicht dem Optimum entspricht. 
a In den ersten Versuchen erhielt ich keine konstanten Werte 
bei Anwendung der monomolekularen Reaktionsgleichung, wohl 
- aber als ich das Verhiltnis Substrat/Knzym stark vergréBerte. 
e 
7 Tabelle IX. 
6 Temperatur 37° (Schwankung 0,02°). Phosphatpufferung. 
b ee 3 4 | 8 6 
nb 
" | Zeit vom Versuchsbeginn ab gerechnet Be- 
Datum ; : 
S 10 Min. | 20 Min. | 30 Min. | 40 Min, | ™erkungen 
e | | 
Ammo- | Auf je 10 mg 
“ 1997 | ,Biak 0,098 0,192 0,242 0,292 Adenylsiiure 
n In mg kommen 
) id K mono- a vas en ne 0,5 com Fer- 
. | inkalesias 0,00035  0,00087 | 0,00034 0,00034 | mentlésung 
. Das Ergebnis eines derartigen Versuches, in dem auf 
a 10 mg Adenylsiure 0,5 com Enzymlisung kamen, ist in Tab. [X 
d dargestellt. Die oberen Zahlen in jeder Rubrik geben die aus 
10 mg Adenylsiiure’ zu den verschiedenen Zeitpunkten ge- 
bildete Ammoniakmenge an, die unteren die daraus er- 
r | rechneten k-Werte. Wie man sieht, ist die Konstanz dieser 
it | Werte eine befriedigende. 
. 
. 4, Versuche zur Reinigung der Adenylsauredesaminase 
+ | mittels des Adsorptionsverfahrens. 
. Trotzdem die Versuche iiber das Adsorptionsverhalten 
_ der Adenylsiiuredesaminase tiber einige rein empirische Fest- 
- stellungen noch nicht hinausgehen, erméglichen sie doch schon 
)| die T'rennung dieses Ferments von der Adenosindesaminase 


und damit den endgiiltigen Beweis, daB die Desaminierung der 
beiden Substanzen im Muskel durch zwei verschiedene Enzyme 
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bewirkt wird. AuBerdem liBt sich durch Adsorption und Elution 
ein erheblicher Reinigungsefiekt erzielen. 

Die Adenylsiuredesaminase kann aus den Natrium- 
bicarbonatextrakten bei schwach saurer und auch bei ganz 
schwach alkalischer Reaktion durch Aluminiumhydroxyd adsor- 
biert werden. Das Tonerdegel wurde durch 10 Min. langes 
Kochen von 50 mg Aluminiumsulfat mit 5 ccm 10?/, igem 
Ammoniak bereitet und durch hiautiges Waschen mit groBen 
Wassermengen ammoniakfrei erhalten. Es bildet eine gleich- 
miBige feine, rein weiBe Suspension, deren Flocken sich mit 
der Zeit etwas vergréBern. In den spiteren Versuchen wurde 
stets das Priparat C, nach Willstatter, H. Kraut und 
O. Erbacher!) verwendet. 

Die Resultate zweier Adsorptionsversuche findet man in 
Tab. X zusammengestellt. Die Versuche wurden so _vor- 
genommen, daB die von Kohlensaure befreite Fermentlisung 
mit den in der Tabelle angegebenen 'Tonerdemengen adsorbiert 
wurde; nach Abzentrifugieren des Adsorbates wurden Rest- 
lésung und Extrakt in ihrer desaminierenden Wirkung mit- 
einander verglichen. In Versuch 1 wurde die ganze Menge 
des Adsorbens rasch auf einmal zugegeben, in Versuch 2 lang- 
sam und tropfenweise. 

Die Versuche zeigen bei Verwendung der kleineren Ad- 
sorbensmenge eine sehr betriichtliche Schwichung des Des- 
aminierungsvermégens in der Restlésung, bei Verwendung der 
gréBeren ist die Restlésung so gut wie ohne Wirksamkeit. Es 
sei bemerkt, dafi in allen Adsorptionsversuchen dieser Arbeit 
bei der Anwendung der auf die oben beschriebene Weise dar- 
gestellten Suspension 3 die Fermentlésung mit 7/,, ihres 
Volumens, bei Anwendung der halb so konzentrierten Suspen- 
sion (, mit 1/, ihres Volumens der Tonerde versetzt wurden. 
Auffillig erscheint die Tatsache, daB zur quantitativen Ad- 
sorption des Fermentes aus den soviel eiweifiirmeren Ex- 
trakten B etwa die gleiche Tonerdemenge nétig ist wie bei 
den 4-Extrakten. 





') Chem. Ber. Bd. 58, S. 2448 (1925). — Vg]. auch R. Willstitter 
u. H. Kraut, Chem. Ber. Bd. 56, S. 118 (1923). 
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Elutionsversuche. 


Aus den Tonerdeadsorbaten kann die Adenylsiuredesami- 
nase durch eine etwa n/1-Lésung von sekundirem Natrium- 
phosphat wieder in Freiheit gesetzt werden. Schwichere 
Lésungen besitzen kaum eluicrende Wirkung. Um das Ver- 
hiltnis Wirksamkeit/N-Gehalt, also den Reinheitsgrad der 
Elution moéglichst zu vergréBern, darf die vorausgehende Ad- 
sorption nur mit der eben notwendigen Tonerdemenge vor- 
genommen werden, da sonst zu viel N-haltige Verunreinigungen 
mit in die Elution gehen. Auch wird nach Adsorption mit 
groBen Mengen des Adsorbens eine weniger vollstiindige Elu- 
tion des Enzyms erreicht. 

Ks gelingt Fermentlésungen zu erhalten, deren N-Gehalt | 
nur ?/,—1/,, des Ausgangsextraktes betrigt, wahrend die Wirk- 
samkeit nur wenig geschwiicht ist. 

Zum Auswaschen der Adsorbate ist Wasser am zweck- 
miBigsten; verdiinnte Phosphatlisungen, die erhebliche Eiweif- 
mengen, aber nur sehr wenig Ferment zu eluieren vermégen, 
sind ungeeignet, da nach dem Waschen mit solchen Lisungen 
der Enzymgehalt der Elutionen sehr herabgesetzt ist. 

Die Elution wurde durch 30—60 Minuten langes Dige- 
rieren des Adsorbates mit der Phosphatlésung bei Zimmer- 
temperatur bewirkt. 

Um die Wirksamkeit der Elutionen mit derjenigen der Extrakte 
vergleichen zu kénnen, wurde so vorgegangen, daB die der adsorbierten 
Extraktmenge entsprechende Elutionsmenge mit dem gleichen Volumen 
n/1 primiirer Natriumphosphatlésung versetzt und unter Beriicksichtigung | 
der unmittelbar vor dem Beginn der Wirksamkeitspriifung zugesetzten 
Men:re Adenylsiiurelésung mit so viel Wasser verdiinnt wurde, daB die 
Phosphatkonzentration n/5 betrug. Dem urspriinglichen Fermentextrakt 
wurde so viel n/1-Natriumphosphatgemisch 1:1 zugesetzt, dab nach Ver- | 
diinnung auf das bei der Priifung der Elution angewandte Volumen | 
ebenfalls n/5-Phesphatkonzentration im Ansatz vorhanden war. (Die in 
der Fermentlésung von vornherein vorhandene Phosphatmenge wurde 
dabei nicht beriicksichtigt.) 

Die Resultate einiger Elutionsversuche sind in der Tab. XI 
wiedergegeben. Simtliche Versuche zeigen iibereinstimmend, 
da$S man durch Adsorption an Aluminiumbydroxyd und darauf 
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Tabelle XI. 
. i 2 3 | 4 5 6 7 
e mg Ammoniak ; 
aus Adenylsiure Gesamtstickstoff- 
b. Versuchs- pee gebildet dureh gehalt 
r Nv. den Aus- Bemerkungen 
? sorbens gangs- win des Aus- 
unten: °/, d. Theor. | extraktes aaa 
t) oom Sassen ecaippetnNOUesasaunnansaocaes : _ = aaa : A ST 
t 1 Suspen- 0,389 0,340 0,256 °/, | 0,029°/, | Extrakt A. 
29.8.27 | sion 3 | =79,4°/, | =70,0°/, Adsorpt. py = 
‘ 7,5. Priifung: 
2 ccm Enzym- 
t lésung. Exposi- 
tion: 30 Min. 
” bei 37° 
2 desg]. 0,364 0,267 | 0,304 °/, | 0,025°/, | Extrakt A. 
3. 9. 27 = 74,.5°),| 54,5 9%, Bedingungen im 
- iibrigen wie in 
a Versuch 1 
: Al(OH), 0,425 | 0,050°/, 0,007°/, | Extrakt B. 
3. 7. 28 C, = 86,7 °/, Adsorpt. py = 
4 6,1. Priifung: 
3 cem Enzym- 
lésung 
4 desgl. 0,434 | 0,434 | 0,052),  0,008°/, | Extrakt B. 
. 16. 7. 28 == 88,6 */, | = 88,6"), Adsorpt. py = 
6,3.  Priifung: 
3 cem Ferment- 
2 ldésung. 40 Min. 
1 b. 40° exponiert 
l j 
_ folgende Elution einen bedeutenden Reinigungseffekt erzielen 
| g g 
; kann. In den Versuchen 1 und 2, welche an 4-Extrakten 
angestellt sind, ist die Wirksamkeit der Elutionen (Stab 4) 
im Vergleich zu den Extrakten (Stab 3) zwar deutlich ver- 
! | ringert, aber lange nicht in dem MaBfe wie der Stickstoff- 
1 |  gehalt (Stibe 6 und 5). Wihrend z. B. in Versuch 1 durch 
: die Elution 70,0°/,, durch den Extrakt 79,4°/, der theo- 


retisch méglichen Ammoniakmenge unter den gleichen Be- 
dingungen entwickelt werden, betriigt der Stickstoffgehalt des 
. Kxtraktes 0,256 °/,, der der Elution nur 0,029 °/,. 


Die aus den Extrakten A gewonnenen Elutionen enthalten 
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noch viel Harbstoff, der sich auch durch eine mit erheblichen 
Knzymverlusten verbundene Wiederholung des Reinigungs- 
verfahrens nur zum Teil beseitigen liBt. 

Die Versuche 3 und 4 zeigen die Brauchbarkeit der 
Kixtrakte B fiir weitere Reinigungsversuche. Man erhilt vdllig 
farblose, wasserklare Elutionen, die kaum schiumen und, wie 
Versuch 4 zeigt, die yolle Wirksamkeit der Extrakte besitzen 
kénnen. Der Reinigungseffekt ist auch bei der Elution der aus 
4-Extrakten erhaitenen Tonerdeadsorbate ein befriedigender; 
der N-Gehalt dieser Klutionen betrigt weniger als 0,01°/,, eine 
deutliche EiweiBreaktion nach Heller ist noch zu beobachten, 
die Reaktion nach Molisch fehlt. 

Mittels des Adsorptionsverfahrens kann man in bequemer 
Weise eine konzentrierte Desaminaselésung erhalten, indem 
man zur Elution eine kleinere Menge Phosphatlésung benutzt 
als dem Volumen der adsorbierten Extraktlésung entspricht. 
Ks wurden auf diese Weise Fermentlésungen gewonnen, die 
z. B. in 6 Minuten die gleiche Ammoniakmenge bildeten wie 
der Ausgangsextrakt in 30 Minuten. ODer Stickstoffgehalt 
solcher Elutionen geht allerdings der Wirksamkeitssteigerung 
ziemlich parallel, so daB die Keinheit derartig konzentrierter 
Klutionen diejenige der verdiinnteren kaum ibertrifft. 


5. Die Trennung der Adenylsauredesaminase 
von der Adenosindesaminase. 


Schon weiter oben war darauf hingewiesen worden, daf 
verschiedene Griinde dafiir sprechen, da die Desaminierung 
der Adenylsiure und des Adenosins durch zwei verschiedene 
Fermente erfolgt. 

Ein besonders scharfer Unterschied im Verhalten der 
beiden Enzyme tritt bei der Untersuchung ihrer Adsorptions- 
eigenschaften hervor: wihrend niamlich die Adenylsiuredesami- 
nase durch Aluminiumhydroxyd aus ihren Lésungen quanti- 
tativ adsorbiert werden kann, zeigt die Adenosindesaminase 
nur eine iiuferst geringe Affinitit zu diesem Adsorbens, so 
daB man die beiden Enzyme mittels Tonerdeadsorption von- 
einander trennen kann. 
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Tabelle XII. 





D 
: 1 2 gs | 4 5 6 
r mg Ammoniak, |= & . 
- gebildet dureh das|43 & 
» Versuchs- Panai Extrakt aus SED ty 
e : Nr. ww! mg ; Sos 5 Bemerkungen 
n praparat pe ey 8,05 mg | 3 Sa 
Datum “DY” | Adenosin| 2 2 = 
7 saure =, % 
ss unten: °/, der Theorie] “> 
? ~ - = — ————— 
e 1 I 0,264 : 5 ccm Extrakt ange- 
wie 1/ AeA ? (, 99 6 fi, 
10. 3. 28 Merek "/359 == 53,9 °/, sant wandt. Exposition 
’ 90 Min. bei 37°. 
Extraktionsdauer : 
r 3 Stunden 
; 2 0,391 0,188 | 9,9, |Extraktion in der 
12. 3. 28 ” = 80,0), = 28,2), em Schiittelmaschine 
t bei 36°. Priifungs- 
’ bedingungen wie 
: in Versuch 1 
¥ 3 _ 0,145 g.ogg |ocem Extrakt ange- 
e 13, 3. 28 ” = 29,6, _ wandt, Exposition 
t 105 Min. bei 37°. 
, Extraktionsdauer: 
o unter Papainzusatz 
: 4 Stunden 
4 ; 0,059 0.136 |° com Extrakt ange- 
15. 3. 28 = 12.0%, oe. wandt. Exposition 
90 Min. bei 37°. 
Extraktionsdauer: 
3 Stunden 
5 pene 0,382 0,145 oi7o | ccm Extrakt ange- 
3 20. 5. 28 Merck '/s59) _. 79,0 °/, | == 29,6 %, mee wandt. Exposition 
i 90 Min. bei 37° 
Extraktion: 3 Std. 
e bei 40° 
Die Gewinnung von fermenthaltigen Muskelextrakten, die 
r sowohl Adenylsiiure wie Adenosin zu desaminieren vermégen, 
: - st6Bt auf die Schwierigkeit, daB die Extrahierbarkeit des 
7 adenosinspaltenden Fermentes in den einzelnen Versuchen 
starken Schwankungen unterworfen ist. Die Adenylsdure- 
° _ desaminase dagegen wird durch alle Mittel, welche Adenosin- 
y desaminase in Liésung zu bringen vermégen, ausgiebig mit- 
. extrahiert und zeigt in Gegensatz zu jener ein sehr gut repro- 


duzierbares Verhalten. 





Oe 
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Die besten Extraktionsergebnisse erhilt man bei der 
Adenosindesaminase durch enzymatische Freilegung. Da die 
eiweibabbauenden Vorgiinge bei der Autolyse der Muskulatur 
nur sehr langsam vor sich gehen, wurden sie durch Zusatz 
eines proteolytischen Enzymes eingeleitet. Trypsin in der 
Form des Pankreatinum absolutum von Merck ist hierzu un- 
geeignet, da es selbst ein stark wirksames, adenosindesami- 
nierendes Ferment enthilt. Dagegen gewinnt man durch 
mehrstiindige Kinwirkung von Papain (Merck, Wirkungsstirke 
‘Iaso)) Welches Adenosin nicht angreift, hiufig wirksame ade- 
nosindesaminierende Fermentliésungen. 

In Tabelle XII sind einige Versuchsbeispiele fiir die Wirk- 
samkeit der mittels Papain gewonnenen Enzymlésungen wieder- 
gegeben. Man sieht, daB unter den jeweils in der letzten 
Rubrik beschriebenen Versuchsbedingungen 8,05 mg Adenosin 
haufig zu 28—30°/, desaminiert werden (Versuche 2, 3, 5), 
manchmal erhalt man viel schwiicher wirksame Lésungen, wie 
der Versuch 4 zeigt, in dem nur 12°/, der theoretisch még- 
lichen Ammoniakmenge gebildet wurden, manchmal auch be- 
deutend kraftiger wirkende Extrakte (vgl. Versuch 1). In den 
beiden Versuchen 2 und 5 wurde auch die adenylsiurespal- 
tende Wirkung derartiger Extrakte gepriift; beide Male er- 
wiesen sich die Fermentlésungen als stark wirksam. Simt- 
liche Versuche sind ohne Zusatz eines Puffergemisches an- 
gestellt. 

AuBer durch Papain lift sich das adenosindesaminierende 
Ferment auch durch schwach saure Loésungen, z. B. durch 
Lactatpuffergemisch von p,, 6,0—6,4 aus der Muskulatur extra- 
hieren. Hierbei erweisen sich Gemische von Kaliumlactat und 
Milchsiure den mit Natriumlactat hergestellten als iiberlegen. 

Die in der Tab. XIII wiedergegebenen Versuchsbeispiele 
zeigen die Wirksamkeit derartiger Enzymlésungen auf Adenyl- 
siiure und Adenosin. In fast simtlichen Versuchen handelt es 
sich um Extrakte, die mittels eines Milchsiure—Kaliumlactat- 
gemisches hergestellt sind. Nur in Versuch 1 wurde ein mit 
Natriumlactat hergestellter Puffer angewendet, dem noch 3 °/, 
Kaliumehlorid zugesetzt waren. Der Lactationengehalt der 


> 
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Tabelle XIII. 














1 2 3 ) 4 D 
: ab m | mg Aimmoniak, gebildet 
Versuchs- £4 nach Exposition mit 
oo bee OO ss 
Nr. a3 2 10 mg 8,05 mg Bemerkungen 
— m &|Adenylsiiure Adenosin 
DO x, / 
cs “lunten: °/, der theor. Menge 
1 6.2 0,435 0,179 Angewandt 3 ccm Ferment- 
2. 11. 27 sit = 88,4 °/, =~ 36,5"), ldsung. Expositionszeit 
90 Min. bei 37°. 
2 6.05 0,483 0,213 Priifungsbedingungen wie 
5. 3. 28 ? = 98,6 °, = 43,5, in Versuch 1 
3 6.05 - 0,068 Priifungsbedingungen wie 
16. 3. 28 ; = 13,9 °/, in Versuch 1 
4 6.05 ~" 0,13 Priifungsbedingungen wie 
20. 3. 28 , = 28,0, in Versuch 1 


Extraktionsfliissigkeit betrug 1°/,. Stets wurde zur Extraktion 
das Dreifache des dem Muskelgewicht entsprechenden Vo- 
lumens der Extraktionslésung benutzt. 


Aus den Versuchen geht hervor, daB alle in der be- 
sprochenen Weise hergestellten Extrakte zugesetztes Adenosin 
mehr oder weniger desaminieren; die unter den im letzten 
Stab der Tabelle gekennzeichneten Wirkungsbedingungen aus 
8,05 mg Adenosin gebildete Ammoniakmenge liegt zwischen 14 
und 43°/, der Theorie. Die Versuche 1 und 2 zeigen, dab 
auch durch die milchsauren Extrakte Adenosinphosphorsaure 
viel stirker als Adenosin angegriffen wird. 


Trotzdem die im vorangehenden beschriebenen Versuche 
zeigen, da8 die Extraktion des adenosindesaminierenden Fer- 
ments zusammen mit dem adenylsiiuredesaminierenden médglich 
ist, habe ich zur Trennung der beiden FKermente (abgesehen 
von einigen Vorversuchen), nicht derartige Kxtrakte, sondern 
Prefsifte benutzt, da die letzteren Adenosin am wirksamsten 
desaminieren. 


Diese in der Tab. XIV wiedergegebenen Versuche wurden 


stets in der gleichen Weise angestellt, Der aufs fiinffache 
Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. CLX XIX. 19 
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Tabelle XIV. 
1 2 | 3 4 | 5 6 | 7 8 ; 
| | 
mg Ammoniak mg Ammoniak mg Ammoniak 
Versuchs-}| durch PreBsaft | durchdie Restlésung]| durch die Elution 
Nr. gebildet aus gebildet aus gebildet aus Bemerkunge 
Adenyl- . | Adenyl- . | Adenyl- . | 
Datum | ginye |Adenosin siure | Sden0sin| “cs ure Adenosin 
unten: °/, d. Theorielunten: °/,der Theoriejunten: °/, d. Theorie i 
0,255! Be- 0,043 0,263 |_| he 
19. 3. 28]=52,0 %,|stimmung| =8,7 °/, | = 43,7 °/, 
verun- 
gliickt Mit Tonerdes 
2 0,026] 0,093 | 0,009 0,068 J __ _ suspension 3. 
23. 3. 28] =5,3 °/,| =19,0 %/, | =1,8 lo = 13,9 °/y adsorbiert ) 
3 0,17 0255 | on 0,272] 0,049] 0,012 
26. 3. 28]==34,7°,| 52,0 %, , =55,5°/,|=10%, | = 2,4, 
4 0,026 0,093 0,009 0,068 0 0 
27. 8. 28] =5,3 °/,.| = 19,0 °/, | =1,6°/, | = 13,9 °%/, 
5 0,213| 0,485 | 0,017 0,383 | 0,138} 0,026 
28. 3, 28] = 43,5 7/0) =99,0°/)| =3,5 %) | = 78,2 %/, |= 28,2 9/,| = 5,3 °/ Mit Tonerde 
59 6 a 0,068 0,434 0.0 0,476 Bestimmungen suspension Q 
29, 2. = 13,9 °/,| = 88,6 J, ; = 97,1 °/, verunglickt adsorbiert 
7 0,111) 0,323 | 0,026 | 0,408 | 0,077) 0,009 | 
24. 3. 28]=22,7 /,| =66,0%/,] =5,3 /, | =83,3%/)|=15,7 Yo] = 1,8 /, 
































verdiinnte KaninchenmuskelpreBsaft wurde nach Filtration mit 
der aus der Biirette zuflieBenden Tonerdesuspension tropfen- 


weise unter starkem Schiitteln adsorbiert. 
bei Anwendung der Suspension 3 das Volumen der Tonerde- 
suspension 1/,,, bei Verwendung der halb so konzentrierten 


Wie stets 


betrug 


ey 


Suspension ©, */, des PreBsaftvolumens. Die Elution des ge- 
waschenen Adsorbates erfolgte mit n/l sekundirer Natrium- 


phosphatlésung, von der wegen der hohen Phosphatkonzentra- 
tion nur 1/, des dem PreBsaft entsprechenden Volumens ver- 
wendet wurde, um fiir die Wirksamkeitspriifung durch die 


Verdiinnung einigermafen vergleichbare ionale Bedingungen in 
Elution und PreSsaft zu erreichen. 


Die Wirksamkeit der Elutionen ist nicht streng mit der 


der PreBsifte und Restlésungen vergleichbar, vor allem, weil 
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die Elutionen auf einen fiir die Adenylsiurespaltung ungiin- 
stigeren p,, (7,1) eingestellt waren als die nicht mit Phosphat 
gepufferten PreBsiifte, die erheblich sauer reagierten (p,, 6,1 
bis 6,5). 

Das Ergebnis der sieben Prefsaftversuche ist eindeutig. 
Stets ist nach einmaliger Adsorption mit Aluminiumhydroxyd 
in der Restlésung die Wirkung des PreBsaftes auf Adenyl- 
siure (Stab 2 und 4) auf ein Minimum zuriickgegangen, wahrend 
die Desaminierung des Adenosins (Stab 3 und 5) gegeniiber der 
im PreBsaft erfolgenden entweder nur wenig verringert ist 
(Versuch 2, 4 und 5) oder sogar zugenommen hat (vgl. Ver- 
such 3, 6 und 7). So sinkt im Versuch 3 die durch PreBsaft 
aus Adenylsiure gebildete Ammoniakmenge von 0,170 mg nach 
der Adsorption auf Null ab, wahrend aus der adquivalenten 
Adenosinmenge im PreSsaft 0,255 mg, in der Restlésung 
0,272 mg entstehen. 

Das umgekehrte Verhiltnis zeigt die Elution, welche aus 
Adenylsiure 0,049 mg, aus Adenosin 0,012 mg Ammoniak ent- 
wickelt. Noch iiberzeugender ist das Ergebnis von Versuch 5. 
Hier steht der im PreBsaft aus zugesetzter Adenylsiiure ent- 
standenen Ammoniakmenge von 0,213 mg eine durch die Rest- 
lésung bewirkte Abspaltung von 0,017 mg gegeniiber, wihrend 
die Ammoniakbildung aus Adenosin nur von 0,485 mg auf 
0,383 mg absinkt. Die Elution bildet aus Adenylsiure 0,138 mg, 
aus Adenosin 0,026 mg Ammoniak. 

Auch ganz schwach wirkende PreBsifte zeigen ein ent- 
sprechendes Verhalten, wie ohne weiteres aus den Versuchen 2 
und 4 ersichtlich ist. Die im Vergleich zum PreBsaft stets 
deutlich abgeschwichte Desaminierungsfahigkeit der Elution 
gegeniiber der Adenylsiiure ist wahrscheinlich nicht nur auf 
die nicht optimal gewihlten Wirkungsbedingungen der Elu- 
tionen zuriickzufiihren, sondern auch auf den Umstand, daB eine 
im Vergleich zur vorhandenen Fermentmenge zu groBe Ad- 
sorbensmenge zur Verwendung kam. Es wurde schon oben 
erwihnt, da8 die Elution nur dann mit befriedigender Enzym- 
ausbeute verliuft, wenn man zur Adsorption nur das eben 
hinreichende Quantum des Adsorbens beniitzt. 

19* 
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6. Der Nachweis der bei der fermentativen Desaminierung 
der Muskeladenylsaure gebildeten Inosinsaure. 


Die Darstellung von Inosinsiiure durch Kinwirkung der 
Adenylsiuredesaminase auf Muskeladenylsiure beweist end- 
giiltig, da& man in dieser Substanz die biologische Quelle der 
von J. Liebig im Fleischextrakt aufgefundenen Inosinsiure 
zu erblicken hat. 

Am bequemsten benutzt man als Fermentpraparat ein 
Adsorbat, in dem die Wirksamkeit des Enzyms, wenn auch 
nur teilweise, erhalten bleibt. Da Aluminiumhydroxyd neben 
dem Ferment auch Adenylsaure stark adsorbiert, wurde trotz 
der geringeren Wirksamkeit ein Kaolinadsorbat aus einem 
Extrakt 4 angewandt. Man hat dann nur nétig, das mit 
Wasser gewaschene fermentbeladene Kaolin mit einer Adeny]l- 
siiurelésung bei 38° zu digerieren, den Fortgang der Desami- 
nierung durch Ammoniakbestimmungen zu kontrollieren und 
nach beendeter Reaktion die vom Adsorbat abzentrifugierte 
klare Fliissigkeit mit frisch gefailltem Bariumcarbonat in der 
Siedehitze zu behandeln. Nach dem Abfiltrieren des iiber- 
schiissigen Bariumcarbonats und Kinengen im Vakuum scheidet 
sich inosinsaures Barium in den charakteristischen Tafeln aus, 
welche nach einmaligem Umkrystallisieren aus Wasser ana- 
lysenrein sind. In dem einzigen in der eben beschriebenen 
Weise unter Verwendung eines Kaolinadsorbates vorgenom- 
menen Versuches erhielt ich von dem umkrystallisierten Salze 
48°/, der aus der Ammoniakbildung berechneten Menge. 

Schilderung der Versuchsanordnung. 


1. Herstellung des Adsorbates. 300 g Kaninchenmuskulatur 
werden mit 900 cem 2°/,iger Natriumcarbonatlésung 1 Stunde lang ge- | 
schiittelt. Der Extrakt wird mit Essigsiure auf p,, 6,8 gebracht und | 
mit 50 g Kaolin, die in 200 cem Wasser suspendiert sind, adsorbiert. 
Das Adsorbat wird abzentrifugiert und mit Wasser zweimal auf der 
Zentrifuge gewaschen. 

2. Desaminierung und Isolierung der Inosinsiiure. Das 
Adsorbat wird in 200 cem Wasser aufgeschlemmt mit 100 ecm 0,5°/,iger 
Adenylsiure versetzt und bei 38° 2 Stunden lang exponiert. Waihrend 
dieser Zeit sind 11,2 mg Ammoniak in Freiheit gesetzt worden, was , 
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einer Bildung von 0,228 g Inosinsiure entspricht. Nach Abzentrifugierung 
des Adsorbates wird die klare Fliissigkeit mit frisch gefilltem Barium- 
earbonat 10 Minuten lang aufgekocht, filtriert und aut ein kleines Vo- 
lumen im Vakuum eingeengt. Es scheiden sich die charakteristischen 
Tafeln des inosinsauren Bariums ab, Nach einmaligem Umkrystalli- 
sieren aus Wasser und Trocknen im Hochvakuum bei 100° erhilt man 
0,142 g inosinsaures Barium, entsprechend 0,108 g Inosinsiure, d. h. 48°, 
der aus der Ammoniakbildung berechneten Menge. Die Reinheit des 
Priiparates wurde durch die Stickstoffbestimmung nach Kjeldahl fest- 
gestellt. 


Verwendet man statt eines Kaolinadsorbates ein Extrakt B 
zur Desaminierung, so gelingt die Darstellung der Inosinsdure 
leicht und mit guter Ausbeute, wenn man nach Unterbrechung 
des Fermentprozesses durch Enteiweibung mittels Trichloressig- 
siure, Beseitigung der anorganischen Phosphorsaure durch 
Baryt und Neutralisation des Filtrates durch Essigsiure in 
bekannter Weise mit Bleiessig genau ausfallt und den griind- 
lich gewaschenen Niederschlag mit Schwefelwasserstoff zerlegt. 
Aus der Zersetzungsfliissigkeit laiBt sich das krystallisierte 
Bariumsalz in der eben geschilderten Weise leicht isolieren. 


Zusammenfassung. 


1. Im Kaninchenmuskelbrei wird in Form von Adenyl- 
siure (aus Muskulatur) oder Adenosin gebundenes Adenin leicht 
desaminiert, wihrend die freie Purinbase vollig oder nahezu 
unangreifbar ist. 


2. Guanin, Guanosin und Guanosinphosphorsiure aus 
Hefenucleinsiure werden iiberhaupt nicht angegriffen. 


3. Die Ammoniakbildung aus der Adenylsiure und dem 
Adenosin erfolgt durch zwei verschiedene Desaminasen, von 
denen die eine ausschlieBlich Adenosin, die andere ausschlieB- 
lich Adenylsdiure angreift. 


4. Die Darstellung eines stark wirksamen Muskelextraktes, 
der ausschlieBlich aus Adenylsiure Ammoniak zu bilden ver- 
mag, wird beschrieben, und einige seiner Kigenschaften werden 
untersucht. Das adenylsiiurespaltende Ferment wird an Ton- 
erde adsorbiert und kann aus dem Adsorbat durch Natrium- 


4 
& 
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phosphatlésung wieder eluiert werden. Das adenosinspaltende 
Ferment, dessen enzymatische Freilegung und Extraktion aus 
Muskelbrei beschrieben wird, bleibt bei der Adsorption mittels 


Tonerde in der Restlésung zuriick, wodurch beide Fermente 
getrennt werden kénnen. 


5. Es werden einige Versuche zur Kinetik des Adenosin- 


phosphorsiure spaltenden Fermentes mitgeteilt und das p,,-Opti- 
mum seiner Wirkung festgestellt. 


6. Die chemische Verschiedenheit der Adenylsiure aus 
Muskein von der aus Hefe gewonnenen wird dadurch bewiesen, 


daB die aus Hefe erhaltene Substanz fiir das Muskelferment 
vollig unangreifbar ist. 


7. Die Isolierung der bei der fermentativen Desaminierung 
der Muskeladenylsiure gebildeten Inosinsiure wird beschrieben. 








Uber ionale Einwirkungen auf die Alterung im Muskel- 
preBsaft, insbesondere itiber den Hinflu& der Wasserstoff- 
ionenkonzentration. 


Von 
H. Wassermeyer. 
(Ausgefiihrt mit Unterstiitzung der Notgemeinschaft der Deutschen 
Wissenschaft.) 


(Aus dem Institut fiir vegetative Physiologie der Universitat Frankfurt.) 


(Der Redaktion zugegangen am 10. August 1928.) 


In letzter Zeit von verschiedenen Forschern gewonnene 
Versuchsergebnisse zeigen immer deutlicher, wie auBerordent- 
lich verwickelt die chemischen Prozesse bei der Muskelkontrak- 
tion sind. 

Neben dem Abbau von Hexosephosphorsiure zu Phosphor- 
siure und Milchsiure, neben der Abspaltung von Ammoniak 
aus Adenosinphosphorsiiure unter Bildung von Inosinsiure 
vollzieht sich an dem von Eggleton, sowie von Fiske und 
Subbarow entdeckten Phosphokreatin der Zerfall in Kreatin 
und Phosphorsiure. Auch die neuerlich von Lohmann’) als 
Muskelbestandteil aufgefundene Pyrophosphorsiure wird még- 
licherweise bei der Kontraktion gespalten. Alle diese bei 
der Kontraktion eintretenden Dissimilationsprozesse werden 
zum Teil schon bei der Erschlaffung, zum Teil auch erst bei 
der Erholung des Muskels wieder riickgiingig gemacht. 

Jede linger andauernde Muskeltitigkeit fiihrt zur Er- 
miidung, und auf Grund kiirzlich veréffentlichter Untersuchungen 
sind Embden und Jost?) zu der Anschauung gekommen, daf 





1) Naturwissenschaften 1928, S. 298. 
?) Dtsch.med. Wochenschr. 1925, $.636; diese Z. Bd. 165, S, 224 (1927). 
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fiir den Eintritt der Ermiidung auBer einer mehr oder weniger 
voriibergehenden Irreversibilitit chemischer Spaltungs- 
prozesse auch voriibergehend irreversible Kolloidzustands- 
inderungen an den HiweiBsubstanzen von Bedeutung sind. 

Sie gingen hierbei aus von dem vor einer Reihe von 
Jahren im hiesigen Institut von Abraham und Cahn!) er- 
hobenen und spiiter von Deuticke?’) bestitigten und weiter 
ausgebauten Befunde, daB die Muskulatur beim allmahlichen 
Absterben mehr und mehr die Fiahigkeit verliert, unter be- 
stimmten ionalen Verhiltnissen Hexosephosphorsiure  aut- 
zubauen, wiihrend der umgekehrte ProzeB, also die Spaltung 
von Hexosephosphorsiiure, durch den Absterbevorgang in keiner 
Weise beeintrichtigt wird. 

Gerade angesichts der groSen Ahnlichkeit, die im che- 
mischen Geschehen zwischen Ermiidung und Absterben vielfach 
besteht, priiften Embden und Jost die Frage,.ob starke Er- 
miidung des Muskels in ahnlicher Weise wie der Absterbe- 
vorgang mit Verainderungen im physikalischen Zustande der 
Muskelkolloide verbunden wire, wie sie Abraham und Cahn 
aus der verminderten Synthesefihigkeit fiir Hexosephosphor- 
siiure erschlossen hatten. 

Sie konnten in der Tat ein solches Verhalten sowohl am 
isolierten Muskel, wie am lebenden Frosch nach stark er- 
miidender Tiitigkeit feststellen. Die sehr erhebliche Minderung 
der Synthesefibigkeit fiir Hexosephosphorsiure bei starker 
Krmiidung erwies sich in Versuchen am lebenden Frosch als 
vollkommen reversibel. 

Ganz ihnliche Verminderung der Synthesefahigkeit, wie 
Embden und Jost sie am Frosche feststellten, konnte Ger- 
hard Schmidt?) nach starker Muskeiarbeit und namentlich nach 
Strychninkrimpfen an der weiBen Muskulatur von Kaninchen 
auffinden. In seinen Versuchen war zwar unmittelbar nach 
dem Tode, auch wenn vorher starkste Muskelermiidung be- 
standen hatte, hiufig noch keine merkliche Minderung der 


') Diese Zs. Bd. 141, S. 161 (1924). 
*) Diese Zs. Bd. 149, S. 259 (1925). 
5) Ztschr. f. Arbeitsphysiologie Bd. 1, 8. 136 (1928). 
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Synthesefahigkeit vorhanden; doch trat diese Minderung bereits 
nach kurzer Aufbewahrung des Muskelbreis aufs deutlichste 
in die Erscheinung zu einer Zeit, wo Brei aus den gleichen, 
aber nicht ermiideten Muskeln des Kaninchens noch keinerlei 
Abnahme seines Synthesevermégens zeigte. 

Die oben erwihnte Anschauung von Embden und Jost, 
daf der bei der Ermiidung voriibergehend, beim Absterben 
dauernd eintretende Verlust der Synthesefahigkeit auf Zustands- 
inderungen an den EKiwei8kérpern zuriickzufiihren ist, fand 
eine gewichtige Stiitze in Untersuchungen Deutickes}), der 
charakteristische Anderungen in der Lislichkeit der Muskel- 
eiweiBkérper nach ermiidender Tatigkeit auffand, die von Ver- 
such zu Versuch verschieden waren und mit dem Grade der 
Minderung der Synthesefahigkeit durchaus parallel gingen. 

Die Natur der in Frage kommenden Kolloidzustands- 
inderungen ist noch vdollig ungeklirt, und wenn sie als 
,alterungsartig“ bezeichnet wurden, so sollte damit nur 
kurz ausgedriickt werden, daB es sich um physikalische Zu- 
standsinderungen an den Kolloiden handelt. 

Anscheinend sind diese Vorgiinge von der gréBten bio- 
logischen Bedeutung. Das geht vor allem aus von Martino?) 
im hiesigen Institut ausgefiihrten Untersuchungen hervor, wo- 
nach die so verschieden ausgeprigte Lebenszihigkeit ver- 
schiedener Fischarten in engem, ursiichlichem Zusammenhang 
mit der Erhaltung oder dem Verluste der Fahigkeit zur 
Hexosephosphorsiuresynthese steht. Der Muskelbrei der rasch 
nach ihrer Entfernung aus dem Wasser — d.h. unter anaeroben 
Bedingungen — absterbenden Forelle verliert die Fiahigkeit 
dieser Synthese in ganz kurzer Zeit vollstiindig, wihrend unter 
den gleichen Bedingungen der Brei aus den Muskeln des linger 
itberlebenden Karpfens kaum an Synthesevermégen einbiBt. 

Ks scheint also die alterungsartige Verminderung der 
Synthesefihigkeit beim Absterben nicht eine gleichgiiltige 
Nebenerscheinung, sondern der Ausdruck fiir einen wesent- 


1) XII. PhysiologenkongreB, Stockholm, 1926 (S. 40) und Berichte 
der ges. Physiol. Bd. 38, S. 157 (1926). 
?) Diese Zs. Bd. 162, S. 172 (1927). 
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lichen Teilvorgang des Sterbens zu sein, ebenso wie die ent- 
sprechende Verainderung nach stark ermiidender Reizung als 
wesentlicher Teilvorgang der Ermiidung betrachtet werden muB. 

Zu ahnlichen Ergebnissen waren schon vorher Embden, 
Deuticke, Lehnartz und Perger') bei Untersuchungen an 
marinen Fischen gelangt, die freilich zu einer Zeit ausgefiihrt 
wurden, zu der die in Frage kommende Methodik noch weniger 
entwickelt war als in der eben erwihnten Arbeit von Schmidt 
und der methodisch auf ihr fuBenden Untersuchung von Mar- 
tino. 

Ahnliche Unterschiede in der Lebenszihigkeit, wie sie bei 
der Aufbewahrung von Brei aus Forellen- und Karpfenmusku- 
latur zur Beobachtung gelangten, konnten in kiirzlich ver- 
6ffentlichten Untersuchungen von Habs?) auch am Brei aus 
trainierter Kaninchenmuskulatur einerseits und -untrainierter 
andererseits beobachtet werden. 

Man ‘sieht aus den besprochenen Untersuchungen, daB die 
Geschwindigkeit, mit der die Synthesefihigkeit fiir Hexose- 
phosphorsiure*) im Muskelbrei unter verschiedenen physio- 
logischen Bedingungen abnimmt, ein sehr wichtiges Kriterium, 
ja unter gewissen Umstiinden geradezu ein Mab fiir das Fort- 
schreiten des Absterbevorganges ist. 

Um so auffalliger muBte es erscheinen, daB die Abnahme 
der Synthesefaihigkeit im MuskelpreBsaft, also unter Be- 
dingungen, unter denen eigentlich vitale Prozesse sich sicher- 
lich in noch geringerem Mabe abspielen als im Muskelbrei, 
Ofters langsamer als im Brei fortschreitet. 

Schon Abraham und Cahn‘) konnten zwar nach drei- 
stiindigem Aufbewahren eines Prefsaftes aus Hundemuskeln 





') Diese Zs. Bd. 162, S. 155 (1927). 

*) Diese Zs. Bd. 171, S. 40 (1927). 

8) Auf Grund der oben erwihnten kurzen Mitteilung von Loh- 
mann und namentlich auf Grund im Druck befindlicher Untersuchungs- 
ergebnisse von E. Lehnartz muB mit der Méglichkeit gerechnet werden, 
daB bei dem synthetischen Verschwinden der Orthophosphorsiure neben 
Hexophosphorsiiure auch Pyrophosphorsiure entsteht. 

*) Diese Zs. Bd. 141, 8. 175 (1924). 
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bei 18° eine erhebliche Abschwichung der Lactacidogensynthese 
feststellen, eine Wiederholung des Versuches, bei dem sie 
Kaninchenmuskulatur verwandten, zeigte aber keine derartige 
Verminderung des Synthesevermégens. | 

Gleichsinnige Ergebnisse erhielt auch Martino’) gelegent- 
lich seiner oben erw&hnten Versuche an Forelle und Karpfen. 
Wir sahen schon, daB gerade bei der rasch absterbenden 
Forelle der Muskelbrei sehr schnell seine Synthesefahigkeit 
verliert. Um so auffalliger war es, daB der PreBsaft aus dem 
gleichen Muskelbrei, der binnen weniger Minuten seine Syn- 
thesefahigkeit vollkommen einbiiBte, selbst nach stundenlangem 
Aufbewahren anorganische Phosphorsiure noch in demselben 
MaBe wie unmittelbar nach seiner Gewinnung zum Verschwinden 
brachte. 

Bis vor kurzer Zeit war die Anschauung vorherrschend, 
daB im Augenblick der Muskelverkiirzung eine Verschiebung 
der Wasserstoffionenkonzentration nach der sauren Seite 
eintritt, und gerade ein plétzlich einsetzender siuerungsartiger 
Vorgang wurde vielfach als unmittelbare Ursache der Ver- 
kiirzung angesehen. Zwei Siuren werden bekanntlich bei der 
Kontraktion gebildet, Milchsiure und Phosphorsiure. Die 
Milchséure und ebenso ein ‘''eil der Phosphorsiure entstehen 
dabei aus der Hexosemonophosphorsiure, dem Lactacidogen, 
wobei im Kontraktionsaugenblick weitaus mehr Phosphorsaure 
als Milchsiure frei wird. 

Wahrend natiirlich kein Zweifel dariiber bestehen kann, 
daB die aus der Kohlehydratgruppe des Lactacidogens erfol- 
gende Milchsiiurebildung tatsichlich die Wasserstoffionenkon- 
zentration im Sinne der Séuerung beeinflussen mub, konnten 
Meyerhof und Suranyi’) zeigen, dab Hexosediphosphorsiure 
sowie auch Hexosemonophosphorsiaure verschiedener Herkunft 
stirker dissoziuerte Siuren sind als anorganische Phosphor- 
siure, daB Abspaltung von Phosphorsiure aus Hexosephosphor- 
siure daher nicht zu einer Vermehrung, sondern zu einer 





1) Diese Zs. Bd. 162, S. 176/177, Tab. I, Versuch 5 (1927). 
*) Biochem. Zs. Bd. 178, S. 427 (1926). 
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ne 


Verminderung der Wasserstoffionenkonzentration fiihren 
mu, ein Befund, der von Irving und Fischer’) auch fiir 
die Hexosemonophosphorsiiure des Muskels bestatigt wurde. 


Ferner konnte von Embden, Riebeling und Selter’) 
der Nachweis gefiihrt werden, da8 im Kontraktionsmoment 
eine unter geeigneten Umstiinden iiberaus rasch reversible 
Ammoniakbildung erfolgt. Als Quelle dieser Ammoniakbildung 
wurde die erst kiirzlich im Muskel aufgefundene Adenosin- 
phosphorsiiure erkannt, und von Embden und Wasser- 
meyer’), sowie von Schmidt‘) vorgenommene Versuche lassen 
keinen Zweifel dariiber, daB die Adenosinphosphorséure die 
einzige, oder doch die weitaus in erster Linie in Betracht 
kommende Quelle des bei der Muskelkontraktion gebildeten 
Ammoniaks ist. Bei der Desaminierung der Adenosinphosphor- 
siure kommt es, wie Schmidt’) zeigen konnte, zur Bildung 
von Hypoxanthosinphosphorsiure, der seit langer Zeit be- 
kannten Inosinsiure Liebigs. 


Die vergleichende elektrometrische Titration der Adenosin- 
phosphorsiiure und der Inosinsiure®) fiihrte zu dem Ergebnis, 
daB zwar im ausgesprochen sauren Gebiet die Inosinsiure sehr 
viel stairker dissoziiert ist als die Adenosinphosphorsiure, daB 
dieser Unterschied aber mit zunehmendem Alkalizusatz mehr 
und mehr verschwindet, und die Inosinsiure unter den im 
Organismus in Frage kommenden Reaktionsbedingungen nicht 
als eine stiirker dissoziierte Saure als die Adenosinphosphor- 
siure angesehen werden kann. 

Demzufolge muf& die im Kontraktionsaugenblick  ein- 


tretende Ammoniakbildung aus Adenosinphosphorsiure ebenso 
wie die wohl annihernd gleichzeitig eintretende Phosphorsiure- 





1) Proce. of the soe. for biol. and med. Bd. 24, 8. 559 (1927). 

*) Diese Zs. Bd. 179, S. 149 (1928). 

3) Diese Zs. Bd. 179, S. 226 (1928). Vgl. auch Embden, Vortrag 
Deutsche Physiol. Ges. 1927. Frankfurt a. M., Referat. 

*) Nach noch nicht veréffentlichten Untersuchungen. 

5) Diese Zs. Bd. 179, S. 280 (1928). 

°) H. Wassermeyer, Diese Zs. Bd. 179, 8. 238 (1928). 
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abspaltung aus Lactacidogen die Reaktion im Sinne der Ver- 
schiebung nach der alkalischen Seite beeinflussen.?) 

Die zuletzt erwihnten Tatsachen fihrten Embden?) zu 
der Anschauung, dab die Muskelverkiirzung nicht, wie man 
bisher angenommen hatte, mit einer Verschiebung der Reak- 
tion nach der sauren, sondern einer solchen nach der alkali- 
schen Seite verbunden ist. 

Sollte diese Anschauung zutreffen, so wiire vielleicht die 
Reaktionsverschiebung nach der alkalischen Seite in ahnlicher 
Weise mit dem Kontraktionsvorgang in ursichlichen Zu- 
sammenhang zu bringen, wie es friiher mit der fiir diesen 
Moment angenommenen Siuerung geschehen ist. 

Hiernach wire also die als Muskelkontraktion in Erschei- 
nung tretende Kolloidzustandsiinderung von einer Reaktions- 
verschiebung nach der alkalischen Seite begleitet, und es lag 
unter dieser Annahme nahe, die nach linger andauernder 
Muskeltitigkeit an den Kolloiden sich iuBernden Ermiidungs- 
erscheinungen und ebenso die analogen Veriinderungen des 
Kolloidzustandes beim Absterben mit den zur Verminderung 
der Wasserstoffionenkonzentration fiihrenden chemischen Pro- 
zessen in Zusammenhang zu bringen. 

Von diesem Gesichtspunkte aus erschien die oben er- 
wihnte Tatsache von Interesse, da8 MuskelpreBsaft im 
Gegensatz zu Muskelbrei bei langerem Aufbewahren nicht 
die gleichermafen fir die starke Ermiidung und den Absterbe- 
vorgang charakteristische Minderung seiner Synthesefaihigkeit 
zeigt. Ks ist nimlich bekannt, dai PreBsaft aus frischen 
Skelettmuskeln, z. B. von Kaninchen, eine ausgesprochen saure 
Reaktion zeigt, und vielleicht war gerade in dieser sauren 
Reaktion die Ursache fiir die Krhaltung der Synthesefihigkeit 
beim Aufbewahren des PreBsaftes zu suchen. Dies war wenig- 
stens dann zu erwarten, wenn die oben kurz entwickelten 


1) Neuerlich von Fiske sowie von Meyerhof und Lohmann 
vorgenommene Untersuchungen zeigen, daB auch bei der Spaltung des 
Phosphokreatins eine Reaktionsverschiebung nach der alkalischen Seite 
eintritt. Science Bd. 47, S. 169 (1928); Biochem. Zs. Bd. 196, S. 22 (1928). 

*) Klin. Wochenschr. 1927, S. 628. 
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Vorstellungen iiber die Richtung der Reaktionsverschiebung 
bei der Muskelkontraktion zutreffend waren. Auf Veranlassung 
von Herrn Prof. Embden habe ich daher die Frage einer 
experimentellen Priifung unterzogen, ob in der Tat die saure 
Reaktion des MuskelpreBsaftes die Ursache fiir die laingere 
Erhaltung seiner Synthesefahigkeit beim Aufbewahren ist. 

Hierbei suchte ich zuniichst festzustellen, ob eine durch 
Alkalizusatz zum Muskelprefsaft herorgerufene Herabsetzung 
seiner Wasserstoffionenkonzentration die , Alterung“ des PreB- 
saftes zu beschleunigen vermag. Als MaB der Alterung diente 
die Abnahme der Synthesefihigkeit. 

Es zeigte sich, wie gleich hier bemerkt sei, da dies in 
der Tat der Fall ist, und weiter ergab sich, daB nicht nur 
die Wasserstoffionen, sondern auch andere ionale Wirkungen 
fiir den Ablauf der Alteri igsvorgiinge bedeutungsvoll sind. 


Methodisches. 


Die Versuche wurden ausschlieBlich an PreBsiften aus Kaninchen- 
muskulatur angestellt. Die Tiere wurden ohne Narkose durch Ent- 
bluten aus den HalsgefiiBen getétet, und unter Zuhilfenahme mehrerer 
Assistenten die Haut so schnell wie méglich abgezogen. Die Gewin- 
nung der Muskulatur und ihre Zerkleinerung in einer von auBen mit 
Kiltemischung gekiihlten Fleischhackmaschine geschah in der friiher fiir 
die Darstellung des Lactacidogens von Embden und Zimmermann!) 
geschilderten Weise. Der Brei wurde nach seiner annihernden Wigung 
in einer groBen, durch lingeren Aufenthalt im Eisschrank gekiihlten 
Porzellanschale mittels eines Porzellanpistills zerrieben, dessen Stiel in 
ein bleigefiilltes Gasrohr eingelassen war, welches fihnlich, wie es von 
Buchner und Hahn’) beschrieben wurde, durch einen in der Wand 
befestigten Metallring gesteckt war, und dadurch eine gewisse Fiihrung 
erhielt. Durch einander abwechselnde Gehilfen wurde der Brei mit 
einer seinem Gewicht gleichen Menge Quarzsand zerrieben, wobei eine 
gewisse Erwirmung nicht zu vermeiden war. Die Zerreibung dauerte 
einige Minuten. Alsdann wurde eine Kieselgurmenge, die einem Drittel 
des Muskelgewichtes entsprach, in mehreren Portionen unter griind- 
licher Durchmischung mit den Handen und dann mit dem Pistill zu- 
gesetzt. Die so gewonnene Mischung, die sich noch feucht anfiihlte, 
und eben bréckelige Beschaffenheit zeigte, wurde in die Organsaftpresse 





1) Diese Zs. Bd. 167, S. 137 (1927). 
*) Die Zymasegiirung. Miinchen und Berlin 1903, S. 58 ff. 
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yon H.H. Meyer eingefillt, und das PreBgut nun mittels der Buc hner- 
schen Presse bis zu einem allmihlich auf 300 Atmosphiren ansteigenden 
Druck ausgepreBt. 

Der PreBsaft war rot gefiirbt und von triiber Beschaffenheit. Er 
wurde in Mebzylindern aufgefangen, die so vollstiindig wie méglich von 
auBen mit Eis gekiihlt waren. Die auf die Gewichtseinheit des Muskel- 
breis bezogene Menge des PreBsaftes lag um 25°/,. Bei einer einzigen 
Pressung wurden meist annahernd 100 cem gewonnen. Von der Tétung 
des Tieres bis zum Beginn der Verarbeitung des PreBsaftes verstrichen 
ungefahr 45 Minuten. 

Fiir den Ansatz jeder einzelnen Phosphorsiurebestimmung wurden 
4cem PreBsaft verwandt. Ein Ansatz A diente zur Bestimmung der 
von vornherein vorhandenen Phosphorsiiure, wobei das Phosphokreatin 
als Orthophosphorsiure mitbestimmt wurde. Ein weiterer blieb zwei 
Stunden unter Zusatz des gleichen Volumens einer 2°/,igen Natrium- 
bicarbonatlésung bei 40° im Wasserbad: Ansatz B. Wieder andere 
Anteile des PreBsaftes dienten zur Priifung seiner Synthesefihigkeit 
nach verschieden langer Aufbewahru zszeit: Ansiitze C. Hierbei 
wurde in allen Versuchen den 4 cem PreBsaft das gleiche Volumen einer 
n/5-Natriumfluoridlésung hinzugefiigt, welche 0,4°), Glykogen und 2°, 
Natriumbicarbonat enthielt. 

Die Ansitze C blieben stets 2 Stunden in cinem Wasserbad stehen, 
das kriftig von der Wasserleitung durchstrémt wurde. 

Die Hauptmenge des PreBsaftes, welche nicht sofort, sondern erst 
nach Alterung zur Verarbeitung kam, wurde im Wasserbad ,von gleicher 
Temperatur aufbewahrt. Nach verschiedenen Zeiten wurden wiederum 
Mengen von je 4 ecm zum Ansatz von C-Versuchen, oft auch von A- 
und B-Versuchen entnommen. 

Stets blieb ein Teil des PreBsaftes bei der Aufbewahrung ohne 
weiteren Zusatz. Ein oder mehrere andere Anteile wurden mit so viel 
Natriumbicarbonat in Substanz versetzt, da8 bei der rasch erfolgenden 
Auflésung die jeweils gewiinschte Konzentration entstand. In ahnlicher 
Weise wurden auch etwaige andere Zusiitze entweder in Substanz oder 
in méglichst konzentrierten wi8rigen Lésungen angewandt, so daB eine 
praktisch in Betracht kommende Anderung des PreSsaftvolumens nicht 
eintrat. 

Die Unterbrechung der fermentativen Vorgiinge geschah regel- 
miBig durch Enteiweissung nach der Schenckschen Methode, wobei je 
ein dem PreBsaft genau gleiches Volumen Salzsiiure von 4°/, und Queck- 
silberchloridlésung von 5°/, verwandt wurden. Die Ansiitze blieben 
itiber Nacht stehen und wurden am nichsten Tag zur gravimetrischen 
Bestimmung der anorganischen Phosphorsiiure als Strychninphospho- 
molybdat in der dfters geschilderten Weise’) verwandt. Die benutzten 


1) G. Embden, Diese Zs, Bd. 118, S. 138 (1921). 
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Filtratmengen waren je nach den zu erwartenden Mengen Strychnin- 
phosphomolybdat verschieden und in den C-Versuchen, in denen der 
gréBte Teil der Phosphorsiiure verschwunden war, so groB wie méglich 
gewiihlt. : 

Entsprechend der vorliegenden Aufgabe, den EinfluB der Wasser- 
stoffionenkonzentration auf die Abnahme der Synthesefihigkeit im Preb- 
saft zu untersuchen, habe ich auch zahlreiche Messungen des py vor- 
genommen. Ich bediente mich hierbei ausschlieBlich der Chinhydron- 
elektrode, was, wie ich in besonderen Vergleichsmessungen mit der 
Wasserstoffelektrode feststellte, beiden fast ausnahmslos sauren Fliissig- 
keiten mit groBer Genauigkeit und auch mit der notwendigen Schnellig- 
keit gelang. Weitere methodische Angaben finden sich bei dem im fol- 
genden zu schildernden Versuchen. 


Tabelle I. 
H,PO, im A-Versuch sofort 0,399°/,; im B-Versuch 0,520°/,. 
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3 
1 3 4 5 | 6 | 7 | 8 | 9 
Versuchs-| . | Zusatz zum : dite , 
Nr. zy Secieatell dette Auf bewahrungszeiten in Minuten 
“| der Auf | Bestimmung - ee ee 
Datum bewahrung 0 10 30 | 50 100 
1 13° — 6,10 | 600 | 5,99 | 5,96 | 5,69 
16. 3. 27 Keiner ‘ lie | 
2.'H,PO, im poe eo rn Pe . 
| la 0,026%/, | 0,028 0,025", | 0,026"/ oot 
baie 3.| py 6,51 6,56 6,46 | 6,46 6,41 
y= /0 | 
a >f). 3 | | , 
NaHCO, | 4) Mal i™l 0,037%/, 0,088").  0,062%/ | 0,086%/, | 0,078 | 
sia ii ae 7,03 | 6,91 | 6,74 | 6,74 
nse “HPO, i | | | 
NaHCO, | 6) Hal P<i/ 0.048%), | 0,057°Yo | 0,098, | 0,103%/, | 0,155, 














| 


Versuchsergebnisse. 


In Tab. I ist ein Versuch dargestellt, aus dem der HinfluB 
verschieden langer Kinwirkung von Natriumbicarbonat auf die 
Fihigkeit des PreBsaftes zur nachtriiglichen Hexosephosphor- 
siuresynthese (und vielleicht auch zur Synthese von Pyrophosphor- 
siure?') zu ersehen ist. Es wurde zunichst wie in allen tibrigen 





‘) Wir werden die bei der Aufbewahrung erfolgende Abnahme 
der Synthesefahigkeit im folgenden des éfteren der Einfachheit halber 
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Versuchen festgestellt, wie die Synthesefihigkeit des PreBsaftes 
durch einfaches Aufbewahren ohne irgendwelchen Zusatz be- 
einfluBt wird. Die Aufbewahrungszeiten lagen, wie aus den 
Vertikalreihen 5—9 hervorgeht, zwischen 0 und 100 Minuten. 
Der frische PreBsaft enthielt von vornherein 0,399 °/, Phosphor- 
siure (4-Wert). Der sofort mit Natriumfluorid—Glykogenbicar- 
bonat versetzte PreBsaftanteil zeigte nach zweistiindigem Auf- 
bewahren bei 13° deren fast vélliges Verschwinden (Absinken 
auf 0,026°/,, Horizontalreihe 2, Vertikalreihe 5). 

Kine dem Syntheseversuch vorangehende Aufbewahrungs- 
zeit von 10, 30 und 50 Minuten fihrte zu keiner Anderung 
des Synthesevermégens, d. h. die im Syntheseversuch erreichten 
Phosphorsaureendwerte bleiben ebenso niedrig, wie in dem am 
frischen PreBsaft angestellten Versuch.’ Der 100 Minuten auf- 
bewahrte Versuch zeigt aber einen héheren Phosphorsaureend- 
wert (Vertikalreihe 9). Hier ist also schon eine merkliche 
Verminderung der Synthesefaihigkeit durch einfaches Auf- 
bewahren des nativen PreBsaftes wihrend 100 Minuten ein- 
getreten. 


Betrachten wir nun zunachst die in der untersten Hori- 
zontalreihe niedergelegten Ergebnisse, die an PreBsaft ge- 
wonnen wurden, der verschieden lange Zeit unter Zusatz von 
1°/, Natriumbicarbonat aufbewahrt worden war, so sehen wir 
aus der Vertikalreihe 5, daB schon bei der mit 0 bezeichneten 
Aufbewahrungszeit eine erhebliche Alterung eingetreten ist. 
Statt auf 0,026°/, ist die Phosphorsiure nur noch auf 0,048°/, 
abgesunken; dies kann nur dadurch bedingt sein, daB schon 
wihrend der kurzen Zeit, die zur Auflésung des Natrium- 
bicarbonats im PreBsaft und zum Ansatz des C-Versuches 
notwendig war, eine die Synthesefaihigkeit vermindernde Hin- 
wirkung des Natriumbicarbonats auf den MuskelpreBsaft er- 
folgte. Denn im C-Versuch war die Konzentration an Natrium- 
bicarbonat iiberall die gleiche. 


als ,,Alterung’’ bezeichnen, ohne mit diesem Ausdruck bestimmte Vor- 
stellungen iiber das Wesen des zugiunde liegenden Vorganges zum Aus- 
druck bringen zu wollen. 

Hoppe-Seyier’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. CLXXIX, 20 





Sree OC EN 25 


294 H. Wassermeyer, 


Das weitere Aufbewahren des mit Natriumbicarbonat ver- 
setzten PreBsaftes fiihrte zu einer mit der Aufbewahrungszeit 
anwachsenden weiteren starken Verminderung des Synthese- 
vermégens, wie im einzelnen aus der Horizontalreihe 6 her- 
vorgeht. Waihrend wir z. B. sahen, daB selbst nach 50 Mi- 
nuten langem Stehen des nativen PreBsaftes die Synthese- 
fihigkeit noch ganz unverindert ist, ist die Alterung nach 
10 Minuten langer EKinwirkung von Natriumbicarbonat in 
der Konzentration von 1°/, sehr deutlich (Vertikalreihe 6, 
0,057°/,) und in dem nach 100 Minuten angestellten Versuch 
wird nur noch der Endwert 0,158 °/, gegeniiber einem 
solchen von 0,042°/, in dem Alterungsversuch ohne Zusatz 
erreicht. 

Aus der Horizontalreihe 4 ersieht man, daB auch Zu- 
satz von nur 0,4°/, Natriumbicarbonat eine deutliche alte- 
rungsbeschleunigende Wirkung ausiibt. Schon in dem so rasch 
wie moglich verarbeiteten Ansatz 0 ist die Verminderung der 
Synthesefahigkeit gegeniiber der urspriinglich vorhandenen ganz 
deutlich (Vertikalreihe 5, Horizontalreihe 4), aber wesentlich 
geringer als bei der stiirkeren Bicarbonatkonzentration. Ganz 
entsprechend verhalten sich auch die iibrigen Ansiatze in 
diesem Versuch. 10 Minuten langes Stehen fiihrt zwar zu 
keiner weiteren Verminderung der Synthesefihigkeit, die aber 
bei den linger dauernden Aufbewahrungszeiten deutlich in 
die Erscheinung tritt, wobei zwischen 30 und 50 Minuten = 


| 


kein wesentlicher Unterschied besteht. ' 

Wir wenden uns nun der Besprechung der Wasserstoff- 1 
ionenkonzentrationen zu, die aus den Horizontalreihen 1,3 = 
und 5 ersichtlich sind. Man sieht, daB der méglichst frisch , 


untersuchte PreBsaft einen erheblichen Siuregrad _ besitzt, 
(p,, 6,10, Vertikalreihe 5). Die Wasserstoffionenkonzentration 
nimmt in diesem Versuch bei der einfachen Aufbewahrung 
weiterhin zu, so daB das p,, schlieBlich nach 100 Minuten auf 
5,69 abgesunken ist. 

Zusatz von 0,4°/, Bicarbonat (Horizontalreihe 3) fiihrt zu 
einer betriichtlichen Verminderung des Sauregrades; aber auch 
dieser PreBsaftanteil zeigt, wenn man von der nach 10 Mi- 





“a 
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nuten ausgefiihrten Bestimmung absieht, ein deutliches Ab- 
sinken des p,, beim Stehen. 

In dem mit 1°/, Bicarbonat versetzten PreBsaft wurde 
zunachst ein p,, von 7,03 festgestellt, das nach schon 10 Mi- 
nuten auf 6,91, nach 30 Minuten auf 6,74 abgesunken war. 
Nach 50 Minuten zeigte die Wasserstoffionenkonzentration 
keine erkennbare weitere Anderung. 

Aus dem Gesamtverlauf des eben geschilderten Ver- 
suches 1 ergibt sich, daB ein PreBsaft ohne Zusatz von Alkali 
beim Aufbewahren lingere Zeit keine Anderung seines Syn- 
thesevermégens erlitt, durch Zusatz von Natriumbicarbonat 
aber zur Alterung gebracht werden konnte, wobei der Grad 
der Alterung mit zunehmendem Alkalizusatz wuchs. Zum 
Auftreten alkalischer Reaktion des PreBsaftes, der von vorn- 
herein ziemlich sauer war, kam es auch durch den stiarkeren 
Alkalizusatz in keinem Falle. 

Zahlreiche andere Versuche verliefen im _ wesentlichen 
ahnlich, wobei freilich im einzelnen zum ‘Teil recht eigen- 
artige Besonderheiten in die Erscheinung traten. 


Tabelle Il. 


H,PO, im A-Versuch sofort 0,418°/); im -Versuch 0,528 °/). 








1 2 8 4 > | & £ 4 a a 
2 ; 
Versuchs-| = | Zusatz zum : — : 
Nr. 5 Die tats Ket des Aufbewahrungszeiten in Minuten 
| der Auf- | Bestimmun | | 
Datum | ™ bewahrung : 0 10 | 30 | 50 | 100 
2 13° 1.) px 6,50 | 6,13 | 6,55 — | 653 
. 3. 27 Keiner dl | 
2 oo 0,029°/, | 0,025°/, | 0,038° 1 hsm 0,047°/, 
* 7a te 7,08 691 686 | 6,96 aa 
0,4°/, | 0. | 
NaHCO, [4 | st Osim) 4 9669), | 0,067° — | 0,069°/, | 0,079°/, 
| C-Vers ? 0 | 
| - “Saat oi | * oie 
” 5.| Pat 701 TAT | 719 | 7,18 | 7,67 
10 
2) 7 , 
NaHCO, {6 | —— 0,044°/. | 0,107. | 0,105%o | 0,160°/, | 0,210° , 














90% 
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Die Anordnung des Versuches 2 ist ganz die gleiche, wie 
die des eben geschilderten. Man sieht aus der Tab. II, 
Horizontalreihe 1, Vertikalreihe 5, daB die Wasserstoffionen- 
konzentration von vornherein eine wesentlich geringere war 
als in Versuch 1. Nach 10 Minuten wurde sie merklich 
héher gefunden, um nach 30 Minuten etwas iiber ihren Aus- 
gangswert abzusinken. 

Der A-Wert war in diesem Versuch ein wenig hoher als 
in dem vorangehenden. Er sankim ersten C-Versuch auf 0,029 °/_, 
und der 10 Minuten aufbewahrte PreBsaft zeigte einen noch etwas 
niedrigeren Wert. Schon nach 30 Minuten dagegen ist im 
Gegensatz zu Versuch 1 eine deutliche Alterung nachweisbar, 


die weiterhin nur langsam fortschreitet. -—— 
Zusatz von Natriumbicarbonat in zwei denen des vorigen ; 
Versuches entsprechenden Mengen bewirkt auch hier Be- _ }..,. 
schleunigung der Alterung. Nr. 
Datu 


Auffillig ist es, dab in den so rasch wie mdglich verarbeiteten 
Ansiitzen (Horizontalreihe 3—6, Vertikalreihe 5) der stirkere Bicarbonat- ‘ 
zusatz zu geringerer Minderung der Wasserstoffionenkonzentration und bg 
auch zu geringerer Minderung der Synthesefihigkeit fiihrt. Da eine = 
Verwechslung der in Frage kommenden Bestimmungen als nahezu aus- 
geschlossen erscheint, mu8 man woh! annehmen, daB durch den stir- 
keren Bicarbonatzusatz ein mit Siuerung einhergehender Vorgang im 
PreBsaft verursacht wurde, der durch den schwicheren Zusatz nicht, 
oder nicht gleich stark eintrat. Daf starke Anderungen der Wasser- 
stoffionenkonzentration schon beim kurzen Aufbewahren des PreBsaftes 
mit und ohne Bicarbonat eintreten kénnen, geht aus zahlreichen weiteren 
Versuchen hervor, und vor kurzem konnte Lehnartz') zeigen, daB 
unter Versuchsbedingungen, die den meinigen sehr dhnlich sind, in kiir- 
zester Zeit auch der Gehalt des PreBsaftes an Orthophosphorsiiure und 
verschiedenen Phosphorsiureverbindungen dhnlich raschen Schwan- 
kungen unterworfen ist. Da diese Schwankungen sich unter Umstiinden 
in weniger als in 1 Minute abspielen, erscheint es als sehr méglich, dab 
ganz geringfiigige Zeitunterschiede in der Entnahme des Prebsaftes 
gerade unmittelbar nach dem Bicarbonatzusatz schon zu _ betrichtlichen 
Verschiedenheiten in der beobachteten Wasserstoffionenkonzentration 


fiihren k6nnen. 





') Berichte iiber die ges. Physiol. Bd. 42, 8S. 561 (1927); Klin. 
Wochensch. 1928, S. 1225. 


5 
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Wahrend des Aufbewahrens nimmt bei dem schwicheren 


Alkalizusatz die Synthesefahigkeit nur wenig ab, wihrend sie 
bei dem stiirkeren Zusatz noch weit mehr als in dem ersten 
Versuch vermindert wird. 


Die Wasserstoffionenbestimmungen fiihrten insofern zu 


einem von dem ersten Versuch abweichenden Ergebnis, als 
hier von einer dauernden Zunahme des Séuregrades nicht die 
Rede sein kann. 


Hin weiterer in gleicher Weise angestellter Versuch ist in 


Tab. III niedergelesgt. 


Tabelle UL 
H,PO, im A-Versuch sofort 0,253°/,; im B-Versuch 0,464°,,. 





l 
rsuchs- 


Nr. 


Datum 








bo 


3 4 5 6 7 8 9 





Zusatz zum , ; ' 
wee Aufbewahrungszeiten in Minuten 


Keiner 2. H,PO, im 














Die synthesevermindernde Wirkung des Alkalizusatzes ist 


auch hier sehr deutlich. 


DaB der Natriumbicarbonatzusatz gerade durch Ver- 


minderung der Wasserstoffionenkonzentration die Alterung 
beschleunigen kann, geht auBer aus spiiter zu besprechenden 
Versuchen, aus Versuch 4 hervor. In diesem Versuch zeigte 
sowohl der urspriingliche, wie der mit 0,4°/, Natriumbicarbonat 
versetzte PreBsaft starke Vermehrung seiner Wasserstoff- 


ionenkonzentration beim Stehen, wobei in dem mit Bicarbonat 
versetzten Anteil allmihlich das p,, von 6,40 auf 6,17 absank, 





=1PreBsaft bei} Art der 

a der Auf- Bestimmung ad | a, ee pal 
bewahrung 0 | 10 30 50 | 100 

13° 1. Pu 6,13 6,13 — — 6,15 


0 


O-Veirg, |9:018%, — 0,009"), | 0,015°/, 0,020° 
0,4 °/ 3. | Pu 6,55 an a = 6,62 

’ 0 | | 
NaHCO, | 4 | Hef «im! 0,015), 0,018", 0,020%, | 0,028°, | 0,088" 
iy et me Po] mi | 
wenitiae ¥ gy com 0,022), | 0,082°/, 0,064°/, | 0,092°,, | 0,119°, 
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Tabelle IV. 


H,PO, im B-Versuch 0,471°/,. 
















































































1 fe 3 4 5 | 6 | 2 ie oe 
= a — a = —— ' 
Versuchs-| .. | Zusatz zum : : ; ee 
Nr. oe PreBsaft beil Axt der Auf bewahrungszeiten in Minuten 
2 | der Auf- | Bestimmun ina - F 
Datum | © bewahrung 6 0 10 | 30 | 50 | 100 
4 13° | . | | | 
18. 3. 27 M on 0,328°/, | 0,332°/, | — —_— | 0,350 
Keiner |2. py 612 | 5,77 | 5,70 | 5,63 | 5,60 
3. | H,PO, im | e tions 
| C-Vers, | 9:012°/o | 0,012°/, | 0,014°/, | 0,013"/, | 0,015 5 
+ mpo.in| | gguey) — | oa 
Oly || we | ame | 628 | 627 | 6,17 
NaHCO, “ Pu ’ | 9%, | * 527 317 
») 1 | 
wes 0,0149/, 0,016°/, | 0,020, 0,020, 0,025 | 
Tabelle V. 
H,PO, im B-Versuch 0,588 °/,. 
1 2 3 4 5 6 7 8 : 
Versuchs- ° Zusatz zum m A ° ° ° . 
Nr. & | PreBsaft bei| Art der Aufbewahrungszeiten in Minuten 
© | der Auf- Bestimmung ) pia thie eee 
Datum | = bewahrung ‘ 0 10 30 50 100 
| -ssananesalonanraensannsS sscasenaaacoasnansussensuagmsemerneeroamnn anansomannenmneeeeeeny meme ee ee sets de 
5 13° 1. |H,PO, im or ss SS 
24, 3. 27 | A-Vers, [%412%/o) — — | 0,409°/, | 0,442°/, | 0,458 
Keiner /9.) py 5,88 5,88 5,85 5,83 5,76 
+ Maven 0,019°/, | 0,017°/, | 0,019°/, | 0,020%/, 0,028 
4 'H,PO, im | 0) | pas Pern te EEN 
| A-Vers _ 0,436°/, | 0,467"/, 0,478°/, | 0,478 7 
0,4 So ‘ ‘ - wy: 
NaHCO, |) Px 6,88 6,89 | 6,72 | 6,72 6,86 
” | | 
6 Be et 0.024%, 0,026"/, | 0,080%/, | 0,035°/, | 0,080 } 
\ 





OO 
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wihrend die mit der gleichen Bicarbonatmenge versetzten 
PreBsifte in den Versuchen 1—3 am Ende der Aufbewahrungs- 
zeit eine weit geringere Wasserstoffionenkonzentration hatten. 

Dem entspricht es, daB in Versuch 4 der Zusatz der ge- 
nannten Bicarbonatmenge nur zu einer ganz geringfiigigen 
Alterungsbeschleunigung fiihrt. Kin Versuch mit stirkerer 
Natriumbicarbonatkonzentration wurde hier nicht vorgenommen. 

In diesem Versuch wurde auch der Gehalt an anorga- 
nischer Phosphorsaure (einschlieBlich Phosphokreatinphosphor- 
siure) beim einfachen Aufbewahren bestimmt. Er stieg in 
den mit Natriumbicarbonat versetzten Anteilen etwas starker 
als in dem ohne Zusatz aufbewahrten PreBsaft an. 

Dies gilt auch fir den in Tab. V dargestellten Versuch, 
der im iibrigen unter Zusatz von 0,4°/, Natriumbicarbonat 
elne weit stirkere Verminderung der Wasserstoffionen als in 
Versuch 4 erfihrt. Dementsprechend ist hier auch die Alte- 
rung deutlich. 

In Tab. VI sind 2 Versuche dargestellt, die die Kin- 
wirkung von ansteigender Natriumbicarbonatkonzentration 
wiedergeben. In beiden ist die geringste Konzentration 0,2°/,, 
die gréBte 2°/,. Die beiden Versuche wurden in allen Kinzel- 
heiten sehr gleichartig angestellt. Die Temperatur betrug 12°, 
die Aufbewabrungszeiten vor Ansatz des C-Versuches iiberall 
180 Minuten. 

Man sieht, wie in dem so rasch wie méglich angesetzten 
Versuch die Synthese mit zunehmendem Bicarbonatzusatz all- 
mahlich geringer wird (Vertikalreihe 8). Sehr viel starker 
kommt der Anstieg der Syntheseverminderung unter steigendem 
Bicarbonatzusatz am aufbewahrten PreBsaft zum Ausdruck 
(Spalte 9). Eine Ausnahme macht der starkste Bicarbonat- 
zusatz in Versuch 6; und in Versuch 7 erfolgt bei 0,4°/,, 
0,5°/, und 0,6°/, Natriumbicarbonat ungefahr die gleiche 
Syntheseverminderung. 

Entsprechend den in Versuch 4 und 5 gewonnenen Er- 
gebnissen nahm beim einfachen Aufbewahren der Gehalt an 
anorganischer Phosphorsiure im groBen und ganzen mit stei- 
gendem Bicarbonatzusatz zu. 














sis desaeaendtiaon uence 


| 
| 
| 
| 
L 
| 





300 


H. Wassermeyer, 


Tabelle VI. 











Versuchs- 
Nr. 


Datum 


Das Hauptergebnis der bisher geschilderten Versuche, 
nimlich die Beschleunigung der Abnahme der Synthesefihig- 
keit unter Einwirkung von Natriumbicarbonat beim Auf- 
bewahren des PreBsaftes, konnte in einer gréBeren Reihe 
weiterer Versuche, von deren Schilderung hier abgesehen wird, 
immer wieder bestitigt werden, und es erhob sich nunmehr 





‘i. 


Temperatur | 


— 
bo 
o 


bo 
~1 








~ | 


Zusatz zum 


PreBsaft bei|— 


der Auf- 
bewahrung 


Keiner 
0,2°/o 
NaHCO, 
0,3 °/, 
NaHCO, 


0,6 */o 
NaHCO, 


99 


Keiner 
0/ 
0,2 ‘0 
NaHCO, 


0,3°, 0 
NaHCO, 
0,4°/o 
NaHCO, 
0,5°/, 
NaHCO, 
0,6 "lo 
NaHCO, 
99) 
= /0 


NaHCO, 








s | 9 
H,PO, im 
C-Versuch °/, 








NaHCO, 














4 | 5 6 | 7 
H,PO, im 
PH A-Versuch °/, 
Auf bewahrungszeiten in Minuten 
0 |isof o | 180 | 
6,32; — | 0,858 | 0,357 
| | 
— 16,24, — | 0,888 
} 
- 6,61} — | 0,404 
—|6,70] — | 0,423 
| 
— |676| — | 0,422 
| | 
— 680] — | 0,447 
| 
— |7,46, — | 0,481 
| 
23|6,22| 0,330 | 0,374 
6.94629] — 0,368 
7,236,791 — | 0,866 
“\—-) — | oper 
7,22 7,00} — 0,896 
—~| ft — | or 
—weitasd — | + 





0 | 180 


0,028 0,019 








0,034 0,071 
0,031 | 0,073 
0,042 0,080 
0,056 0,089 
0,057 | 0,115 
— | 0,107 
0,019 | 0,021 
0,020 | 0,024 
0,019 | 0,041 
0,023 | 0,088 
0,027 : 0,084 
0,027 | 0,084 | 
0,047 0,166 | 

















Jonale Einwirkungen auf die Alterung im MuskelpreBsaft usw. 301 


die Frage, ob lediglich die Verminderung der Wasserstoff- 
ionenkonzentration oder auch der Zusatz von Carbonationen 
fir diese Wirkung verantwortlich zu machen ist. 


Tabelle VII. 











1 $ 3 j 4 5 6 
Versuchs- ~ | Zusatz zum Aut bewahrungszeiten 
Nr. a= PreBsaft bei Art der in ra i 
D an &| der Auf- Bestimmung |—— "one en 
atum =! bewahrung 0 | 100 | 300 
8 13° 1. PH 6,09 612 | 6,14 
&. 9. 3 Keiner 


2. H,PO, im "" 7 
| @-Versuch | 92934 /o | 0 031"o | | 0,026°/ lo 























3.| Pu 6,09 7 6.15 6,15 
n/300-Na0OH ; | 
4. H,PO, im ant ‘ 
Versuch 0,024 J 0,019 lo 0,026 "h 
5. Pu 6,22 rg 6,27 | 6,20 
n/100-NaOH 6 H PO ° 
= 8 4 im oO; | Q090)/ | 20 
| C-Versuch 0,026"/ | 0,033 lo | 0,033", 
‘ia - _ -—. = és ——- . 
1. Pu 6,54 | 6,56 | 6,56 
n/25-NaOQH 
é' 8.1 H,PO, im . i 0) 
| OVersuch | 039% | 0,095%/, » | 0,082") 
: 
9.| Pu [8,24] | [8,07] | [7,90] 
/10- N H e 
n/10-NaOH }, | HPO, im | 9 4440 | 0,238°/ 
C- Versuch ? " 3 0 


Ich habe daher in einigen weiteren Versuchen die Ver- 
minderung der Wasserstoffionenkonzentration nicht durch 
Natriumbicarbonat, sondern durch Natronlauge bewirkt. Ein 
derartiger Versuch ist in Tab. VII, Versuch 8, wiedergegeben. 
Hier trat in dem ohne Alkali aufbewahrten Anteil keine Ver- 
minderung, sondern eher eine Verbesserung der Synthese- 
fihigkeit ein, trotzdem die langste Aufbewahrungszeit nicht 
weniger als 300 Minuten betrug. 

Zusatz von Natronlauge bis zu einem Gehalt von n/300, 
der keine bestimmbare Anderung der Wasserstoffionenkonzen- 
tration (Horizontalreihen 1 und 3) herbeifiihrte, bewirkte in 
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dem sofort und in dem nach 100 Minuten zum C-Versuch 
benutzten PreBsaftanteil eine weitere Verbesserung der Synthese. 


Bei einem Gehalt von n/100-Natronlauge, der das p,, 
deutlich ansteigen lie’, war bei der lingsten Aufbewahrungs- 
zeit eine geringe Syntheseverminderung eingetreten, wahrend 
n/25-Natronlauge schon nach 100 Minuten eine betrichtliche 
Alterung erkennen 1libt. 


Noch viel starker war die letztere nach einem solchen 
Natronlaugezusatz, daB der PreBsaft einer n/10-Lésung ent- 
sprach. Diese Syntheseverminderung war schon in dem Sofort- 
versuch sehr grof und noch viel gréBer nach 100 Minuten 
langem Aufbewahren. Freilich war hier auch eine stark 
alkalische Reaktion eingetreten. Die Ergebnisse der p,,- 
Messungen sind eingeklammert wiedergegeben, weil die Ge- 
nauigkeit der Messung mit der Chinhydronelektrode im alka- 
lischen Bereich nur gering ist. 


Der Versuch findet in Versuch 9, Tab. VIII seine Be- 
stiitigung. In den Horizontalreihen 1, 4, 7 und 10 sind einige 
Werte fiir das Verhalten der anorganischen Phosphorsiéure beim 
einfachen Aufbewahren angegeben. Von dem Ausgangsgehalt 
0,301 °/, steigt die Phosphorsaiure nach stundenlangem Stehen 
ohne Zusatz nur um ein Geringes an (Horizontalreihe 1, Vertikal- 
reihen 5 und 7), Mit zanehmendem Natronlaugezusatz nimmt die 
Abspaltung der Phosphorsiure zu. 

Der bei der Synthese erreichte Endwert in dem Versuch 

ohne Zusatz ist von vornherein recht hoch — 0,071°/, —, 
steigt aber bei der weiteren Aufbewahrung kaum an (Hori- 
zontalreihe 3). 


Bei einem Gehalt von n/100-Natronlauge, der eine nicht 
unerhebliche Minderung der Wasserstoffionenkonzentration be- 
wirkt, kommt es in den Sofortversuchen zu keiner erheblichen 
Verringerung der Synthese, wihrend die Abnahme nach 120 und 
240 Minuten betrachlich ist (Horizontalreihe 6). 

Kin weiteres Fortschreiten der Alterung ist bei einem 


Gehalt von n/50- und namentlich n/25-Natronlauge eingetreten 
(Horizontalreihen 9 und 12). 
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Versuchs- 


Nr. 


Datum 


9 
13.12. 27 





‘Temperatur 


12° 





3 


Zusatz 
zum 
PreBsaft 
bei der 
Auf be- 
wabrung 


Keiner 


n/100- 
NaOH 


" n/50- 


NaOH 


n/25- 


NaOH 








Art der 


Bestimmung 


pe 


6. 


Js) 


H,PO, im 
A-Ver- 
such 
PH 
| H,PO, im 
O-Ver- 
such 


H,PO, im | 


A-Ver- 
such 
Pr 
H,PO, im 
O-Ver- 
such 
H,PO, im 
A-Ver- 
such 
Pu 
_H,PO, im 
O-Ver- 


such 


/H,PO, im] 


A-Ver- 
| such 
| Pu 
'H,PO, im 

C-V er- 


such 





for) 


Aufbewahrungszeiten 


0,071 °/, 


6,60 


0,079 


6,70 





} > O/ 
0,088), 


0,100, | 





in Minuten 


6,61 


0,074 J, 





9 0} 
0,103 °/, 


6,61 


=~ Or | 
O,11< io 


[8,18] 


0,312 °/, 
6,45 


0,115 °/, 


| 0,326 °/, 


661 


0,118 °/, 


| 0,353 °/, 


| [8,21] 


| 
0,194 %/, | 0,208 °/, 


Ging aus den beiden zuletzt besprochenen Versuchen mit 
Sicherheit hervor, daB die Beschleunigung der Alterung durch 
Zusatz von Natronlauge in ganz iihnlicher Weise wie durch 
den von Natriumbicarbonat erreicht werden kann, daB also 


die Verminderung der Wasserstoffionenkonzentration als solche 
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wirksam ist, so war damit die Wirksamkeit von anderen Ionen 
keineswegs ausgeschlossen. 

Angesichts der Tatsache, daB nach oben bereits erwahnten 
Untersuchungsergebnissen im Augenblick der Kontraktion 
Ammoniak abgespalten wird, habe ich auch die Einwirkung 
von verschiedenen Ammoniakkonzentrationen auf den Alterungs- 
vorgang untersucht. 

Hierbei setzte ich das Ammoniak zum Teil zu dem ur- 
spriinglichen PreBsaft hinzu, zum Teil bewahrte ich PreBsaft ver- 
schieden lange unter gleichzeitigem Zusatz von 1°/, Natrium- 
bicarbonat und Ammoniak auf. Ich bespreche zuniachst die 
letzteren Versuche. 

Ks zeigte sich, daB durch geringe Ammoniakzusiitze die in 
Natriumbicarbonatlésung eintretende Alterungssteigerung erheb- 
lich verstarkt werden kann. So erfolgte z. B. mehrfach in einem 
PreBsaft, der mit 1°/, Natriumbicarbonat allein versetzt war, 
eine wesentlich schwachere Syntheseverminderung bei der Auf- 
bewahrung als in dem gleichartig ausgefiihrten Versuch, in 
dem auferdem so viel starke Ammoniaklésung hinzugefiigt 
worden war, da der urspriingliche Gehalt des PreBsaftes an 
Ammoniak um n/200 erhéht wurde. Leider wurden in diesen 
in einem friiheren Stadium dieser Arbeit ausgefiihrten Ver- 
suchen keine Bestimmungen des p,, vorgenommen, so daf es zu- 
nachst ungewiB bleibt, ob die gesteigerte Syntheseverminderung 
lediglich durch weitere Herabsetzung der Wasserstoffionen- 
konzentration oder auch durch eine bei alkalischer Reaktion 
eintretende alterungssteigernde Wirkung des Kations NH,, 
bzw. der undissoziierten Ammoniumbase eintrat. 

Sehr eigenartig wirkte in drei im wesentlichen iiberein- 
stimmenden Versuchen der Zusatz kleiner Ammoniakmengen 
ohne gleichzeitige Herabminderung der Wasserstoffionenkonzen- 
tration durch Bicarbonat. 

Einer dieser Versuche ist in Tab. IX, Versuch 10, wieder- 
gegeben. Weder Zusatz einer Ammoniakmenge, die die Kon- 
zentration um n/400, noch einer solchen, die sie um n/100 
erhéhte, hatte auf die im C-Versuch erreichten Endwerte bei 
sofortiger Verarbeitung des PreBsaftes EinfluB (Vertikalreihe 5). 
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Ts,belle IX. 
H,PO, A-Versuch ~.,401°/,; im B-Versuch 0,508 °/,. 











1 2 3 4 5 6 7 
" Zusatz 
Ceneadet & ‘aiid Auf bewahrungszeiten 
Nr. z PreBsaft Art der in Minuten 
5“ | bei der | Bestimmung 
Datum © Auf be- | 
ne u e | 300 
‘ wahrung 0 | 100 | 
10 | 13° 1.) pa 596 = «OG 
27. 7.27 Keiner H.PO. i | 
2. |B deg. | 9:019 Yo | 0,050 °/, 0,110 °/, 
| - 
3. 6,11 — | 609 
n/400- UW Bie ; | | . 
NH, | 4. ye og 0,018 °/, | 0,024"), | 0,036 °/, 
| | 
= Ho ! 
5. 6,25 | — 6,11 
n/100- ‘ Pr _.” | 
YY n im or 4 ° ( 0 
NH, | 6. | “rye | 0:019 Jo | 0,042 %, | 0,042°%, 
| 7. Pi 6,43 — +e 
n/25- ‘HPO. i 
NH, | 8. | it tg 0,052 °/, | 0,074°/, | 0,079 %, 














In dem Versuche ohne Zusatz von Ammoniak war dieser 
Endwert von 0,019 im Sofortversuch nach 100 Minuten langer 
Alterung auf 0,050°/, und nach 300 Minuten auf 0,110°/, 
angestiegen. Es war also in dieser Zeit eine ganz erhebliche 
Verminderung der Synthesefahigkeit eingetreten. Bei einem 
Mehrgehalt von n/400-Ammoniak, der zu einer geringen Minde- 
rung der Wasserstoffionenkonzentration gefiihrt hatte (Hori- 
zontalreihen 1 und 3, Vertikalreihe 5), trat nach 100 und 
mehr noch nach 300 Minuten langem Aufbewahren des Preb- 
saftes im Gegensatz zur Wirkung der bisher besprochenen 
Zusitze eine bedeutende Abschwichung der Alterung auf, und 
auch im Zusatzversuch mit n/100-Ammoniak war diese Wirkung 
noch sehr deutlich, wahrend n/25-Ammoniak schon in dem 
sofort verarbeiteten PreBsaftanteil und mehr noch in dem 


nach 100 Minuten zum C-Versuch verwandten eine Minde- 
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rung der Synthesefihigkeit herbeigefiithrt hatte. Diese Ab- 
schwichung der Synthese nahm nach 300 Minuten kaum weiter 
zu, so daB nach dieser Aufbewahiungszeit auch bei dem 
stirksten angewandten Ammoniakzusatz die Synthese stiirker 
als im Kontrollversuch war. Dieses Resultat wurde in den 
zwei weiteren ‘Abnlich angestellten Versuchen durchaus_be- 
stitigt. 

Der. synthesebegiinstigenden Wirkung von geringen Ammo- 
niakmengen im nativen PreBsaft von stark saurer Beschaffen- 
heit muB vielleicht deshalb um so mehr Beachtung geschenkt 
werden, weil bei der Muskelkontraktion Ammoniak gebildet 
wird, und ebenso der Tatsache, daB Ammoniakzusatz unter 
gleichzeitiger Verminderung der Wasserstoffionenkonzentration 
durch Natriumbicarbonat den gegenteiligen Effekt hat. 

Die im sauren Milieu alterungsverzégernde (und vielleicht 
auch die im weniger sauren Milieu alterungsbeschleunigende) 
Wirkung des Ammoniaks weist darauf hin, daB fiir den alte- 
rungsartigen Ablauf im PreBsaft keineswegs allein Anderungen 
der Wasserstoffionenkonzentration mabgebend sind, sondern 
daB auch andere Jonen dafiir in Betracht kommen. 

Mehrere der zu Kingang dieser Arbeit erwahnten Versuchs- 
ergebnisse zeigen, wie eng das Fortschreiten der alterungs- 
artigen Vorginge im Muskelbrei und auch im iiberlebenden 
Froschmuskel mit dem Absterbevorgang verbunden ist. Dieser 
Absterbevorgang findet in der Totenstarre seinen Ausdruck, 
mit deren Eintritt und Fortschreiten, wie Deuticke fest- 
stellen konnte’), ein besonders starkes Absinken des Synthese- 
vermégens verbunden ist. Der gleiche Autor stellte fest, daB 
in Kohlensiiure der Starreverlauf ein anderer ist wie in Wasser- 
stoff. Die Starre tritt in Kohlensaiure schneller ein, und 
namentlich zeigen die Muskeln nach dem Aufenthalt in Kohlen- 
siure besonders deutliche Verinderungen ibres physikalischen 
Verbaltens; sie sind getriibt, wenig durchsichtig und erscheinen 
bisweilen wie gekocht.?) Deuticke wies darauf hin, daB ,an- 
gesichts der besonders schidigenden Wirkung der Kohlensiure 

') Diese Zs. Bd. 149, S. 285 ff. (1925). 

*) Diese Zs. Bd. 149, S. 268 (1925). 
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das Kohlensiureanion méglicherweise an dem Zustandekommen 
der physiologischen Totenstarre beteiligt wire“. 

Gerade deswegen ‘erschienen Untersuchungen iiber den 
Einflu8 der Kohlensiure auf den Verlauf der Synthesekurve 
im PreBsaft als wichtig. Das Ergebnis mehrerer derartiger 
Versuche ist in den nachfolgenden Tabellen niedergelegt. 


Tabelle X. 
H,PO, im A-Versuch sofort 0,474 °/,; im B-Versuch 0,613 °/,. 





3 4 5 eS + @ s 











1 2 
Versuchs- E Zusatz zum Auf bewahrungszeiten 
Ne = | PreBsaft bei Art der in Minuten 
Nr. o 
ey der Auf- Bestimmung m 
Datum 5 i 
ri ewahrung 0 30 100 300 
11 14° 1 Pu 6,11 — (6,23 6,16 
. 8.27 Keiner | 3 | 
2. eo 0,081 °/, 0,097 °/, 0,090 °/, 0,111 °/, 
| — J . 
| | ras Pee 
z 3. } 6.09 6.2 ‘ 6,16 
10 Min. CO, a | : 
d . | H,PO, im 0; | 0! 0 m4 0 
urchgeleitet} 4. | a Week 0,131 °/,|0,096 °;,'0,106 °/,:0,154 °/, 
5. | Da 6,11 — 16,24 | 6,14 


n/300- | 
. ; ! I < « f i ro f Cc Nn | ' 
Milchsiure | 6. pir ty 0,067 °/, 0,080 °/,'0,091 °/,, — 


! 


| Pr 6,16 — 6,25 6,16 
|H,PO, im 


C-Vers. 


n/100- 
Milehsiiure | &. 


| 
I 














In Versuch 11, Tab. X, geht aus der Horizontalreihe 2 
der Verlauf der Synthese im PreBsaft ohne Zusatz hervor. In 
der Horizontalreihe 4 ist der Syntheseverlauf fiir einen Anteil 
des gleichen PreBsaftes dargestellt, der wihrend 10 Minuten 
mit Koblensiiure kriftig durchperlt wurde und wihrend der 
nachfolgenden Aufbewahrung fest verschlossen blieb. Man 
sieht, dab, trotzdem in diesem Falle kaum eine Veriinderung 
des p,, bewirkt wurde (vgl. Horizontalrethen 1 und 3), nach 
100 und 300 Minuten eine betriichtliche Alterungsbeschleuni- 


0,069 °/, 0,071 °', 0,079 ©, 0,103 °/, 
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gung eingetreten war. Nach 30 und auch nach 100 Minuten 
war die Synthesefahigkeit etwas besser als sofort. 

Im Gegensatz zur Kohlensiure bevirkte Milchsiurezusatz 
in einer Konzentration von n/300 und n/:00 im Sofortversuch 
eine deutliche Verbesserung der Synthesefihigkeit, die auch 
beim Aufbewahren teilweise erhalten blieb. 

Auch aus Versuch 12 geht die Alterungsbeschleunigung 
durch kurz andauernde EKinleitung von Kohlenséure hervor. 


Tabeile XI. 
H,PO, im A-Versuch sofort 0,285 °/,. 














Versuchs- E Zusatz zum Auf bewahrungszeiten 
Nr. B PreBsaft bei Art der in Minuten 
S" der Auf- Bestimmung |———_— en ae 
Datum © i teeeeah | | 
a ewahrung 0 | 30 | 100 240 
12 12° 1. Po «5,835 TT—Ss«S5 5,81 
5. 12. 27 Keiner H,PO, im 


bo 


C-Vers. ’ 





5 Min. CO, 
durchgeleitet} 4. 





| H,PO, im 
C-Vers. 











on 


5 Min. CO:/5.! py [52 Is.77 5,88 
dann 5 Min. 














O-Vers. 


geleitet | | 


Hier sank in dem sofort ohne Kohlensiuredurchleitung ver- 
arbeiteten PreBsaftanteil der Phosphorsduregehalt auf 0,113 °/, 
ab, und nach 30 Minuten war die Synthesefahigkeit biome ver- 
mindert. 

5 Minuten langes Durchleiten von Kohlensiiure (Horizontal- 
reihe 4) bewirkte schon in dem so rasch wie méglich mit 
Fluorid—Glykogen—Bicarbonat versetzten Anteil eine erheb- 
liche Herabminderung der Synthesefiihigkeit. die sich, im 
(segensatz zum Verhalten des urspriinglichen PreBsaftes, nach 
30 Minuten weiterhin stark verschlechterte. Die Verschlechte- 
rung der Synthese nimmt zwar nach 100 Minuten nicht weiter 


3. Pu 5,78 5,63 (5,71 (5,75 


| 
Luft dureh- | g | H3PO, im 0,100 °/, o, 113 +110, 124 7 0,127 ° 


, 
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zu, um so starker aber nach 240 Minuten. Eine entsprechende 
Bestimmung liegt fiir den urspriinglichen PreBsaft nicht vor. 

In dem untersten Teil der Tabelle ist eine Versuchsreihe 
wiedergegeben, in der ebenfalls zunachst 5 Minuten Koblen- 
siure durchgeleitet, diese aber alsdann durch 5 Minuten langes 
Durchleiten von Luft unter kraftigem Schiitteln zu einem 
wesentlichen Teil wieder entfernt wurde. Das Ergebnis der 
Wiederbeseitigung der Kohlensiure ist auffallend. In simt- 
lichen Ansitzen ist die Synthese wesentlich starker als in 
denen ohne Wiederbeseitigung der Kohlenséure, und in der 
sofort und nach 30 Minuten verarbeiteten PreBsaftportion ist 
nicht nur die durch die Kohlensiuredurchleitung verursachte 
Verschlechterung ausgeglichen, sondern es ist auch gegen- 
iiber dem urspriinglichen Versuch eine freilich geringe Ver- 
besserung der Synthese eingetreten. 

Deutlich geht in diesem Versuche der Einflu$ der Ein- 
leitung und Wiederbeseitigung der Kohlensiure auf die Wasser- 
stoffionenkonzentration hervor. Diese steigt, wie man aus 
einem Vergleich der Horizontalreihen 1 und 3 ersieht, bei der 
Koblensauredurchleitung recht erheblich an, um nach ihrer 
Wiederbeseitigung, wenigstens in dem sofort, nach 30 und nach 
100 Minuten untersuchten PreBsaftanteil, annahernd auf ihren 
urspriinglichen Wert wieder abzusinken. 

Die alterungsbeschleunigende Wirkung der Kohlensiure 
ist in den beiden eben geschilderten Versuchen unverkennbar, 
und es erscheint nicht als ausgeschlossen, da auch fiir den 
Verlauf der Synthesekurve im urspriinglichen PreBsaft sein 
Gehalt an Kohlensiure von Bedeutung ist. Die von Deuticke 
beziiglich der Einwirkung der Kohlensiure auf den Verlauf 
der Totenstarre erhobenen Befunde werden vielleicht dem Ver- 
stiindnisse insofern niher gefiihrt, als aus meinen Versuchen 
hervorgeht, daB auch nach der Zerstérung der Zellstruktur 
die Kohlensiure ihre alterungsbeschleunigende Wirkung aus- 
ibt. Die Berechtigung, den Angrifispunkt der Kohlensiure 
unmittelbar in den Kolloiden zu suchen, ist um so gréBer, als 
in den Versuchen Deutickes ein EinfluB der Kohlensiure aut 
den Kolloidzustand unmittelbar wahrgenommen werden konnte. 

Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. CIXXIX. 21 
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Aus den zuletzt geschilderten Versuchen ergibt sich, dab 
keineswegs ausschlieBlich die Wasserstoffionenkonzentration fiir 
den Ablauf der Alterungsvorginge verantwortlich ist, sondern 
daB auch andere Jonen die Alterungsfahigkeit beeinflussen. 
So bewirkte in weiteren, bier im einzelnen nicht zu schildernden 
Versuchen das Coffein, entsprechend seiner bekannten physio- 
logischen Wirkung auf den Muskel, eine sehr erhebliche Alte- 
rungsbeschleunigung im PreBsaft. 


bs 
Zusammenfassung. 


1. Aus der vorliegenden Untersuchung geht hervor, daB 
KaninchenmuskelpreBsaft, der im Gegensatz zu Brei aus Ka- 
ninchenmuskeln bei langerer Aufbewahrung keine oder nur 
eine geringfiigige Minderung seiner Synthesefahigkeit zeigt, 
durch Zusatz kleiner Alkalimengen zur Alterung gebracht 
werden kann. Der Alkalizusatz wurde hierbei so gewahlt, daB 
zwar eine erhebliche Minderung der Wasserstoffionenkonzen- 
tration auftrat, die Reaktion aber fast immer deutlich 
sauer blieb. 

Der Gesamtverlauf meiner Versuche zeigt iibrigens, daB 
der urspriingliche PreBsaft gerade dann besonders wenig altert, 
wenn er von vornherein besonders sauer ist. 

2. Hiernach erscheint es als sicher, daB das Ausbleiben 
der Syntheseminderung im sauren PreBsaft eben auf seine 
saure Beschaffenheit zuriickzufiihren ist, daB also der Siure- 
gehalt den PreBsaft gleichsam vor jenen Verainderungen schiitzt, 
die bei weniger saurem Milieu in der fiir das Absterben cha- 
rakteristischen Verminderung der Synthesefahigkeit zum Aus- 
druck kommen, und die ebenfalls als charakteristische Begleit- 
erscheinungen der Muskelermiidung eintreten. 

3. Nach einer von Embden und Jost entwickelten und 
niher begriindeten Anschauung sind die als Folge ermiidender 
Muskeltitigkeit zutage tretenden Kolloidzustandsinderungen 
nur der Ausdruck eines bei jeder Einzelzuckung sich abspie- 
lenden, aber zuniachst vollig reversiblen Kolloidvorganges. 
Der Eintritt eines derartigen Kolloidvorganges bei jeder Kinzel- 
zuckung wire ohne weiteres verstiindlich, wenn die neuerlich 
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geiuBberte Anschauung zutriife, daB im Kontraktionsmoment 
eine Verschiebung der Reaktion nach der alkalischen Seite 
eintritt; imsofern bilden die Ergebnisse eine Stiitze fiir eben 
diese Anschauung. 

4, Neuerlich von Deuticke’), Hoet und Kerridge’), 
sowie von Hoet und Marks’) an verschiedenartigem Muskel- 
material erhobenen Befunde und ferner auch die Ergebnisse 
einer Arbeit von Habs‘) sind mit der Anschauung, daB die 
Totenstarre als Folge von Siurebildung zu _betrachten ist, 
kaum vereinbar, sondern weisen in die umgekehrte Richtung. 

Angesichts der groBen Ahnlicheit, die zwischen den Vor- 
gingen bei der Kontraktion und der Totenstarre besteht, hat 
die von mir festgestellte Tatsache, da8 das Kohlensaureanion 
im Gegensatz zu dem der Milchsaure alterungsbeschleunigend 
wirkt, vielleicht auch Bedeutung fiir den Kontraktionsvorgang. 





1) Diese Zs. Bd. 149, S. 259 (1925). 

*) Proc. of the roy. soc. Bd. 100, S. 116 (1926). 
*) Proc. of the roy. soe. Bd. 100, 8S. 72 (1926). 
*} Diese Zs. Bd. 171, S. 49 (1927). 
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Uber die Cerebronsaure. 
(9. Mitteilung iber Cerebroside.)}) 


Von 
E. Kienk. 


(Aus dem physiologisch-chemischen Institut der Universitat Tiibingen.) 


(Der Redaktion zugegangen am 8, Oktober 1928.) 


Im Laufe der Untersuchungen iiber die Fettsiuren der 
Cerebroside ergaben sich Zweifel an der Richtigkeit der bis da- 
hin der Cerebronsiure zuerteilten Formel C,,H,,-CHOH-COOH. 
Nach den Beobachtungen, iiber die kiirzlich?) berichtet wurde, 
kann es sich nicht um eine e¢-Oxypentakosansiiure handeln. 
Es sprach vielmehr alles dafiir, daB hier die «-Oxylignocerin- 
siure vorliegt. 

Die friiheren Beobachtungen wurden nun weiterhin ergiinzt 
durch die Feststellung, da8& die Reduktion der Cerebronsiure 
zu Lignocerinsiiure fihrt. Uber einen Versuch die Hydroxyl- 
gruppe der Cerebronsiure durch Wasserstoff zu ersetzen haben 
bereits Levene und Mitarbeiter*) Angaben gemacht. Bei der 
Reduktion mit starker wisseriger Jodwasserstoffsiure erhielten 
sie an Stelle der erwarteten Pentakosansaure einen Kohlenwasser- 
stoff. Fihrt man nun aber die Reduktion mit in Eisessig 
geléstem Jodwasserstoff durch, so besteht das Reduktionsprodukt 
nur noch etwa zur Hilfte aus dem neutralen Kérper, wihrend — , 
die andere Hilfte Lignocerinsiure ist, der zuweilen noch ge- 
ringe Mengen der leicht abzutrennenden Cerebronsiure bei- 
gemengt sein kénnen. Obwohl bei der Identifizierung dieser 
hohen Fettsiiuren gréBte Vorsicht am Platze ist, kann nach 
den vorliegenden Daten kein Zweifel dariiber bestehen, dab 





') 8. Mitteilung, Diese Zs. Bd. 178, S. 221 (1928). 
*) Diese Zs. Bd. 174, S. 214 (1928). 
) Jl. of Biol. Chem., Bd. 12, 8. 386 (1912); Bd. 14, S. 264 (1913). 
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die isolierte Siure in der Tat Lignocerinsiure, und nicht die 
nach der alten Cerebronsiureformel zu erwartende Pentakosan- 
siiure, ist. 

Da Lignocerinsiiure ([) bereits auch durch Hydrierung der 
Nervonsiure (I1)!) und Cerebronsiiure (III) durch Hydrierung der 
ungesattigten Oxysaure (¢-Oxynervonsiure) (IV)*) erhalten wurde, 
so ist jetzt durch die Reduktion der Cerebronsdéure zu Ligno- 
cerinsiure das letzte noch fehlende Glied in die Reihe von 
Umwandlungen eingefiigt, welche die vier Fettsiuren der Cere- 
broside unmittelbar miteinander verkniipfen. 

Neben den erwihnten Umwandlungen enthialt das folgende Schema 


zur besseren Orientierung auch noch eine Ubersicht iiber die friiher aus 
den Saéuren durch oxydativen Abbau erhaltenen Produkte. 





C.H,,-COOH <——> HOOC.C,,H,,-COOH 


,|a 
aes) 
o|8 
Hydrie- ‘ 
I OyHyCOOH <2" IL C,Hi-CH:CH-C,,H,,.-COOH 
A 
ai| 
_ een 
UI C,,H,,;CHOH-COOH <2 IV (,H,,-CH:CH-C,,H.,-CHOH-COOH 
$,|8 3/8 
MH iw Hiw 
“ye os 
C,,.H,,- COOH C,H,,-COOH <~— > HOOC.C,,H,,-COOH 


Diese 4 Fettsiuren werden auch in vivo durch ihnliche 
Ubergiinge — seien sie oxydativer oder reduktiver Art — in- 
einander iibergehen. Man koénnte zunichst geneigt sein an- 
zunehmen, daB die Oxysauren IIf und IV durch Oxydation 
aus den Siurer I und II hervorgegangen sind. Wir hiatten dann 
hier das erste Beispiel fiir eine a-Oxydation der héheren Fett- 
siuren. Da man aber an der Allgemeingiiltigkeit der Lehre von 
der #-Oxydation kaum zweifeln kann, so ist wohl eine andere 
Erklirung fiir die Entstehung dieser Siiuren vorzuziehen. Sie 





') Diese Zs. Bd. 157, S. 288 (1926). 
*) Diese Zs. Bd. 174, S. 219 (1928). 
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steht im Zusammenhang mit der allgemeineren Frage iiber die 
Art der Fettbildung aus Zucker. 

Unter den hdheren Fettsiuren sind bekanntlich die Séuren 
der C,,-Gruppe die verbreitetsten. Diese Gruppe zeichnet sich 
auch durch die Mannigfaltigkeit der ihr angehérenden Glieder aus. 
Ks kann nach dieser und den vorangegangenen Untersuchungen 
weiterhin auch kaum mehr zweifelhaft sein, daB im Tierkérper 
unter den Fettsiuren, die eine noch héher gliedrige Kohlenstoff- 
kette besitzen, die Siuren der C,,-Gruppe eine ebenso bevorzugte 
Stellung einnehmen. Dieses auffallige Hervortreten der Zahlen, 
die durch 6 teilbar sind, mu8 mehr als Zufall sein und 
weist darauf hin, da8 — entsprechend der alten Ansicht von 
Emil Fischer’) — die Fettsiuren durch direkte Zusammen- 
lagerung von mehreren Hexosemolekiilen entstehen, und daf 
dem Aufbau nicht, wie man heute allgemein anzunehmen 
geneigt scheint, eine weitgehende Zertriimmerung des Zucker- 
molekiils vorangeht. So kénnten dann die Oxysauren II] 
und IV bei dem auf diese Weise erfolgenden Aufbau aus 
Zucker entstehen, und man wird ihr Vorkommen im Organismus 
nicht notwendigerweise als Beispiel fiir eine «-Oxydation der 
Fettsiuren aufzufassen haben. 

Die Umwandlung von Zucker in Fett ist ein wohl vielen 
Zellarten sehr geliufiger ProzeB. Da nun die Lipoide zu den 
fiir das Leben der Zelle durchaus unentbehrlichen Zellbestand- 
teilen gehéren, wihrend Neutralfett vielfach fehlt, so wird diese 
Fahigkeit zur Fettbildung aus Zucker vor allem auch der Lipoid- 
synthese dienen. Im besonderen dirfte dies fiir Gehirn- und 
Nervengewebe zutreffen. Auch diese Lipoide werden ihre Ent- 
stehung im wesentlichen einer an Ort und Stelle erfolgenden 
Synthese aus Zucker verdanken. 

Schon friiher’) wurde darauf hingewiesen, dab das reich- 
liche Vorkommen von Siuren der C,,- und C,,-Gruppe in den 
Gehirnlipoiden besonders auffallend ist. Fettsiuren, die 
anderen Gruppen angehoren, scheinen zwar nicht vollig zu fehlen,; 
aber alles spricht dafiir, daB sie der Menge nach den ersten gegen- 





1) Untersuchungen iiber Kohlehydrate und Fermente, Berlin 1909, 
S. 110. 2) Diese Zs. Bd. 174, S. 218 (1928). 
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iiber in den Hintergrund treten. Diese auffillige Tatsache ist 
eine gute Stiitze fiir die Richtigkeit der oben entwickelten Ansicht. 

In dieser Beleuchtung nimmt auch das massenhafte Auf- 
treten von Kerasin in der Milz bei Splenomegalie, Typus 
Gaucher (H. Lieb)") keine so ganz isolierte Stellung mehr ein. 
Nach der Untersuchung von E. Walz?) scheint Kerasin das 
einzige, auch physiologisch in der Milz vorkommende Cerebrosid 
zu sein, so daB der ProzeB der Kerasinbildung dem normalen 
Organ nicht fremd sein diirfte. Die groBe Anhiufung dieses 
Cerebrosides bei Morbus Gaucher erscheint so als Ausdruck 
einer Stérung dieser Lipoidbildung im Sinne einer abnormen 
Steigerung. Der selten beobachtete Fall fiigt sich dann in den 
Rahmen der so hiaufig auftretenden, krankhaft gesteigerten 
Fettbildung aus Zucker ein. 

Diese Auffassung iiber die Lipoidsynthese aus Zucker steht 
natirlich keineswegs in Widerspruch zu der z. Zt. lebhaft disku- 
tierten Frage iiber die Funktion der Phosphatide bei einer als 
méglich hingestellten Umwandlung von Fett in Zucker (Geel- 
muyden)*). Die Frage zeigt sich vielmehr insofern in einem nicht 
ganz uninteressanten neuen Licht, als dann den Phosphatiden ganz 
allgemein bei der Umwandlung der einen der beiden groBen Nihr- 
stoffgruppen in die andere eine fiihrende Rolle zukommen kénnte. 

Die einzige wichtige Gruppe von Lipoiden, auf welche 
diese Betrachtungsweise scheinbar nicht iibertragbar ist, die 
aber auch nach ihrem chemischen Charakter einer anderen 
Stoffklasse angehért, sind die Sterine. Immerhin aber gibt 
die Tatsache, daB die mit diesen nahe verwandten Gallensiuren 
ebenso wie die Fettsiuren der Cerebroside 24 Kohlenstoffatome 
im Molekil besitzen, zu denken*). Von rein chemischen Ge- 
sichtspunkten aus kann bei niherer Betrachtung die Frage iiber 
die Méglichkeit einer direkten Bildung dieser Siéuren aus 





*) In diesem Zusammenhang ist auch das reichliche Vorkommen 
von offenbar den Terpenen nahestehenden {Heilbronn, Hamm and 
Owens, Journ. of the chem. soe. Jg. 1926, S. 1630 (1926), Kohlenwasser- 
stoffen (Squalene) C,,H.,] in vielen Fischtranen von Bedeutung. 

*) Diese Zs. Bd. 140, S. 305 (1924); Bd. 170, S. 60 (1927). 

*) Diese Zs. Bd. 166, S. 210 (1927). 

*) Ergebn. d. Physiol. Bd. 26, S. 1 (1928). 
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Zucker nicht so ohne weiteres verneint werden. Einen Finger- 
zeig iiber die Art, wie vermutlich die Ringschliisse zustande 
kommen kénnten, gibt die Arbeit von Diels und Alder’) tiber 
Synthesen in der hydroaromatischen Reihe. Nur das Vorhanden- 
sein der verzweigten Seitenkette bietet der Erklarung gréBere 
Schwierigkeiten. Aber auch dies wird verstiindlich, wenn man 
sich daran erinnert, wie leicht bei Umsetzungen von Zuckern 
Umlagerungen stattfinden, die zu Verzweigungen fiihren. Es 
sei nur das Beispiel der Sacharinséuren angefihrt. 

Die Feststellung, daB in den Cerebrosiden eine ganze 
Gruppe von héheren Fettsiuren mit 24 Kohlenstoffatomen sich 
vorfinden, liBt so einige Fragen in den Vordergrund treten, 
welchen ein allgemeineres Interesse zukommen diirfte. 


Versuchsteil, 


5 g Cerebronsiure (Schmelzp. 100—101°) wurden zu je 
5 Einzelportionen, welchen jeweils 0,1 g roter Phosphor und 
2—3 Tropfen Wasser zugegeben waren, mit der 30 fachen Menge 
einer gesittigten Lésung von Jodwasserstofi in Eisessig in zu- : 
geschmolzenen nicht zu diinnwandigen, Rundkélbchen 2 Stunden 
auf 120—125° im Autoklaven, der Wasser enthielt, erhitzt. 
Die nach dem Erkalten mit Krystallen durchsetzte Fliissigkeit 
wurde mit derselben Menge Wasser verdiinnt und auf dem 
Wasserbad erwirmt, bis die Substanz voéllig geschmolzen war, 
worauf letztere sich nach dem Wiedererstarren leicht von der 
Flissigkeit abtrennen lie. Sie wurde mit Wasser gewaschen, zer- 
rieben und inetwa 300ccmAther aufgenommen. Ausder filtrierten 
itherischen Lésung entfernte man das in geringen Mengen vor- 
handene Jod durch Ausschiitteln mit einer wiBrigen Lisung von 
Natriumbisulfit, versetzte dann zur Fallung der Fettsiiure die mit 
Wasser gewaschene iitherische Lisung mit etwa n/1-methylalko- 
holischer Kalilauge (20—30 cem) und filtrierte den Niederschlag 
ab, der gut mit Ather ausgewaschen wurde. Nachdem die aus 
dem Salz mit Mineralsiure in Freiheit gesetzte Fettsiiure wieder 
in iitherische Lésung ibergefiihrt war, wurde zur volligen Ent- 
fernung der neutralen Substanz die Fiillung mit methylalkoho- 


') Liebig, Ann. der Chem. Bd. 460, 5. 98 (1928). 








Uber die Cerebronsiure. 


317 


lischer Kalilauge wiederholt, der Niederschlag abfiltriert und 
dann auf die iibliche Weise die Fettsiure aus dem Salz zuriick- 
gewonnen. Die Menge betrug 2,60 g. 

Das atherische Filtrat wurde, nachdem es mit dem ent- 
sprechenden der ersten Fillung vereinigt war, wiederholt mit 
Wasser ausgeschiittelt. Die Menge der daraus nach Abdestil- 
lieren des Athers erhaltenen neutralen Substanz betrug 2,07 g, 
Schmelzp. 48—50°. Dieses Produkt wurde nicht naher unter- 
sucht. Es diirfte wohl im wesentlichen identisch sein mit der 
von Levene und Mitarbeiter bei der Reduktion der Cerebron- 
siure mit wdBriger Jodwasserstoffsiure erhaltenen Substanz. 

Die Saure wurde zur Reinigung durch Fallung mit Lithium- 
acetat in drei Fraktionen zerlegt.’) 

Fr. 1: 0,30 g, Schmelzp. 100—101°; Fr. 2: 
0,138 g, Schmelzp. 79—80°. 

Die erste Fraktion war demnach unverandertes Ausgangs- 

material. Fraktion 2 wurde wiederholt aus Aceton und Benzol 

umkrystallisiert. Schmelzp. 81—81,5°. Er 

merklich gestiegen. 

0,0644 g Substanz verbrauchten bei der Titration 1,94 cem n 10-al- 
kohol. Natronlauge vom Titer 0,9077. 

Aquiv.-Gew. f. C,,H,.O, ber. 36 
f. C,,H,,0. ber. 382,4 
gef. 366. 


1,85 g, Schmelzp. 80—81°: 
Fr. 3: 


war also kaum 


Wie aus anderen Versuchen, deren Ergebnisse in der folgenden 
Tabelle kurz zusammengestellt sind, hervorgeht, war es nicht mdglich. 
die Bildung der neutralen Substanz zugunsten der Sdurebildung durch 
einfache Anderungen der Versuchsbedingungen Zeit und Temperatur) 
noch weiter zuriickzudriingen. 





Reaktions- 
Ver- orn d. bedingungen Reaktionsprodukte | Sehmelz- 
such gangsmat. Temp. Versuchs-} Neutrale  Saure- punkt 
Nr. | dauer Fraktion fraktion 
g *¢ Std. oe g °C 

1 0,5 100 i*. 0,10 0,3 S4—S7 

2 0,6 108—112 ‘2 O29 0,32 7s—79 

3 1.0 120—125 3 0.50 0.46 TI—so 

4 1,0 120—125 $*i, 0.495 O.44 7a—sv 





1) Diese Z 





s. Bd. 174, S. 222 (1928). 
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In Versuch 1 enthielt die Siurefraktion, wie aus dem hohen Schmelz- 
punkt hervorgeht, betrichtliche Mengen von unverindertem Ausgangs- 
material. Bei den Versuchen 3 und 4 war, wie die Fraktionierung mit 
Lithiumacetat zeigte, unveriinderte Cerebronsiure in den Siurefraktionen 
nicht vorhanden. In beiden Fiillen lag reine Lignocerinsiure vor. 

P. Brigl’) erklirt die Entstehung des Kohlenwasserstofis bei der 
Reduktion mit wiBriger Jodwasserstoffsiure in den Versuchen von Levene 
und Mitarbeiter dadurch, daB die Cerebronsiure als a-Oxysaure infolge 
der Saéurewirkung Kohlenoxyd (Ameisensiure) abspaltet, und da8 dann 
das decarboxylierte Produkt leicht zum Kohlenwasserstoff reduziert wird. 
Auf diese Weise diirfte auch der hier erhaltene neutrale Kérper entstanden 
sein. Wie ein Vergleich der bei 3 und 4 erhaltenen Zahlen zeigt, wird 
die einmal gebildete Lignocerinsiure unter den eingehaltenen Bedingungen 
nicht oder nur sehr schwierig reduziert, was den allgemeinen Erfahrungen 
iiber die Reduzierbarkeit der Carboxylgruppe entspricht, so da8 also der 
neutrale Korper keineswegs auf dem Weg iiber die Lignocerinsiiure sich bildet. 


Die im Hauptversuch erhaltene Siure wurde zusammen 
mit dem umkrystallisierten Praparat des Versuchs 3 zur Priifung 
auf Einheitlichkeit mit Lithiumacetat in 5 Fraktionen zerlegt. 


Menge des Ausgangsmaterials: 1,74 g. 























Nach Umkrystallisieren aus Aceton. 
Fraktion | Menge | Menge | Schmelzp. | Aquivalentgewicht 
g g | “S | gef. | ber. 
1 0,0 0,07 | 80—81 | 3871 fiir C.,H,,0, 
2 0,28 0.27 | 80—81 | 369 | 368,4 
3 0,38 0,37 | 81-81, | 371 | .. 
4 0,79 0,76 SI—81,5 369 fin eal 
5 0,18 017 | 80—81 366 | ome 
0,0624 g Substanz (1) verbrauchten 1,865 eem n/10 alkohol. Natronlauge 
0,0638 ¢ ” (2) ” 1,92 ccm ,, ” ” 
0,0633 g - (3) ‘i 1,895 cem__,, m - 
0,0622 ¢g ” (4) ” 1,87 ccm ,, ’ ” 
0,0614 g ” (5) mm 1,86 cem ,, - 


Titer der Lauge 0,9012. 


4,917 mg Substanz der vereinigten Fraktionen 3 und 4 gaben 
14,095 mg CO, und 5,74 mg H.O. 


Fir C,,H,,0, ber. 78,18°/,C 13,13°/, H 

39 C,,H5.0. ” 18,45 ” 13,18 9 99 

_ ” gef. 18,2 » 13,1 ,, ,, 
1) Diese Zs. Bd. 95, S. 192 (1915). 
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Die Fraktionen 1 und 2 krystallisierten in Nadeln, was 
bei weniger reinen Lignocerinsiurepraparaten, in welchen die 
Verunreinigung jedoch weder im Schmelzpunkt noch analytisch 
sich bemerkbar macht, haufig anzutreffen ist. Die Fraktion 3 
und 5 krystallisierten ebenso wie die reine Lignocerinsaure 
in glainzenden Blittchen. Eine Mischprobe der vereinigten 
Fraktionen 3 und 4 mit Lignocerinsiure, die aus kerasinhaltigen 
Cerebrosidgemischen gewonnen war, und die ebenfalls den 
Schmelzpunkt 81—-81,5° besaB, zeigte keinerlei Schmelzpunkts- 
depression. Das Ausbleiben einer Depression kann allerdings 
bei diesen héheren Fettsiuren nicht in dem MaBe wie bei den 
niederen Gliedern als Beweis fiir die Identitit gelten. Die 
Aquivalentgewichte der einzelnen Fraktionen sind jedoch so 
eindeutig, daB diese auBer Zweifel steht. 


Der Notgemeinschaft der Deutschen Wissenschaft danke 
ich ergebenst fiir die zur Verfiigung gestellten Mittel. 





— ———— 
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Berichtigung. 


Wie mir die Herren Herausgeber dieser Zeitschrift mitteilen, hat 
sich Herr Parnas an sie mit der Beschwerde iiber eine irrtitimliche Wieder- 
gabe der Ergebnisse einer Arbeit seiner Mitarbeiter Chrzaszezewski 
und Mozolowski') gewandt. 

Am Schlusse der Zusammenfassung ihrer Arbeit schreiben die ge- 
nannten Autoren: ,,Es scheint demnach. kein. direkter Zusammenhang 
zwischen der Milchsiurebildung und der Ammoniakbildung im Muskel 
zu bestehen.“* In einer kiirzlich erschienenen Mitteilung*) von Lehnartz 
und mir habe ich diesen Worten die Deutung gegeben, daB Chrzasz- 
ezewski und Mozolowski neuerlich die Anschauung von der gegen- 
seitigen Abhingigkeit der Ammoniak- und Milchsaurebildung tiberhaupt 
aufgegeben hitten, wihrend ich mich nach genauer Durchsicht ihrer 
Arbeit davon iiberzeugen muB, dab sie den Parallelismus zwischen der 
Bildung der beiden Substanzen nur im Muskelbrei unter bestimmten 
ionalen Einwirkungen vermiBten. . 

Ich spreche unumwunden mein Bedauern dariiber aus, daB ich die 
Ausfiihrungen der genannten Autoren miBverstanden und dementsprechend 
irrtiimlich wiedergegeben habe. G. Embden. 





1) Biochem. Zs. Bd. 194, S. 233—243 (1928). 
*) Diese Zs. Bd. 178, 8. 311, FuBnote S. 314 (1928). 
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Berichtigung. 


Wie mir die Herren Herausgeber dieser Zeitschrift mitteilen, bat 

sich Herr Parnas an sie mit der Beschwerde iiber eine irrtiimliche Wieder- 

gabe der Ergebnisse einer Arbeit seiner Mitarbeiter Chrzaszcezewski 
und Mozolowski') gewandt. 

Am Schlusse der Zusammenfassung ihrer Arbeit schreiben die ge- 
nannten Autoren: ,,Es scheint demnach. kein. direkter Zusammenhang 
zwischen der Milchsiurebildung und der Ammoniakbildung im Muskel 
zu bestehen.’* In einer kiirzlich erschienenen Mitteilung*) von Lehnartz 
und mir habe ich diesen Worten die Deutung gegeben, daB Chrzasz- 
ezewski und Mozolowski neuerlich die Anschauung von der gegen- 
seitigen Abhingigkeit der Ammoniak- und Milchsaurebildung iiberhaupt 
aufgegeben hitten, wihrend ich mich nach genauer Durchsicht ihrer 
Arbeit davon iiberzeugen muB, daf sie den Parallelismus zwischen der 
Bildung der beiden Substanzen nur im Muskelbrei unter bestimmten 
ionalen Einwirkungen vermiBten. . 

Ich spreche unumwunden mein Bedauern dariiber aus, daB ich die 
Ausfiihrungen der genannten Autoren miBverstanden und dementsprechend 
irrtiimlich wiedergegeben habe. G. Embden. 





1) Biochem. Zs. Bd. 194, S. 2383—243 (1928). 
*) Diese Zs. Bd. 178, 8. 311, FuBnote 8. 314 (1928). 
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